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Abstract of WO9859061 

The present invention relates to an isolated 
nucleic sequence encoding the Ms45 male 
tissue-preferred regulatory region. In one aspect 
this invention relates to the use of this male 
tissue-preferred regulatory region in mediating 
fertility. An example of such use is the production 
of hybrid seed such as in a male sterility system. 
The Ms45 male tissue-preferred regulatory region 
can be operably linked with exogenous genes, 
such as those encoding cytotoxins, 
complementary nucleotidic units and inhibitory 
molecules. This invention also relates to plant 
cells, plant tissue and differentiated plants which 
contain the regulatory region in this invention. 
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Documento 1 

Clasif.Principal A01H005/00 

Tftulo SECUENCIA NUCLEOTIDICAS QUE CODIFICA PARA UNA REGION REGU LADORA (MS45) CON 

PREFERENCIA CON TEJIDOS MASCULINOS, UT1LESPARA EXPRESAR PROTEINAS EXOGENAS EN 
TEJIDOS MASCULINOS E INVERTIR EN LA FERTILIDAD. 
N°PubKc. 199801448 
N°Solicitud CLP199801448 
F.Solicitud 19980623 
F.Pub.Con. 19990319 

Solicitante PIONEER HI-BRED INTERNATIONAL, INC. 

Inventores MARC C. ALBERTSEN, TIMOTHY W. FOX, CARL W. GARNAAT, GARY A. HUFFMAN Y TIMMY L. 
KENDAL 

Prioridades US 1 997062308880499 

Resumen La presente invencidn se relacipna con una secuencia aislada de acidos nucteicos que codifiea la region reguladora con 
preferencia por tejidos masculines Ms45. En un aspecto esta invencidn se relaciona con el uso de esta regidn 
reguladora con preferencia por tejidos masculinos para intervenir en la fertilidad. Un ejempfo de dicho uso es la 
produccidri de semillas hibridas, tal eomo en un sistema de esterilidad masculino. La regidn reguladora con preferencia 
por tejidos masculinos Ms45 se puede lugar operativamente con genesexdgenos, cdtno aquellos que codifican 
ciritoxinas, unidades nucleatfdicas complernentarias y moteculas inhibidoras. Esta invencidn tambien se relaciona con 
ce"lulas vegetales, tejidos vegetales y plantas diferenciadas que contienen la region reguladora de esta invencidn. 
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(54) T1TULO : Region reguladora con preferencia por Icjidos masculines y nictodo para el i.so dc la inisn.P. 
(57) RESUMEN, PALABRA CLAVE Y D1BUJO O FORMULA • 

La presente invention se relaciona con una secuencia aislada de acidos nucleicos que 
codifica , a re g I011 reguladora con preferencia por tejidos masculinos Ms45. En un aspecto 
^ se . re ' ac '°«a con el uso de esta region reguladora con preferencia por tejidos 

s^la . WbHd7, , ^ rVen,r e " 3 fertUidad ' U " ejemp, ° dC diC " OS US ° 68 ,a Produccio'n de 
semillas hibr.das, tal como en mi sistema de esterilidad masculine. La region reguladora 

exL P n r o C , CnC,a P0r n te j id0S mascu,i » os M.45 se puede ligar operativanfente Z genes 
exogenos, como aquellos que codifican cititoxinas, unidades nucleotfdicas complementarias 
y moleculas ,nhibidora S . #s ^ inyencion tambien-se rejaciona-c^ 
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REGKSN reguladora con preference por tejidos masculinos 

y METODO I'ARA EL USO DE LA MISMA 
C AMPO DF I , A IMVENCIf)K| 

La present invancion sa relaciona con secuancias aisiadas da ADN que 
acluan como ragionas regulars an ceiulas aucario.as. Mas aspecincamanta 
la presania invancion sa ralaciona con sacuancias aisiadas da ADN da me(z 
qua actuan como ragionas ragUadoras con prafarencia por iejidos masculine 
y cumplan una funcion en la ax„resi6n de genas an los tejidos mascuifios La 

preseme invancion tambian es.s dirigida a un n,e,odo para conferirla a'ungan 

qua habiiualman.a puade o no axprasarsa an tejidos masculines, ,a c^acidad 

da axprssarse da manara preferanclal an tajidos masculines. 

ANTECEDEN TES DE LA iiyv ^K/,;,rt N 

La exprasion y ragulacion da gsnas ospec/ncos d. "lejidoPo d, 
momanios da, ciclo da vida sa obsarvan, ,„ te r a , a . duranl9 „ feprodw;ci6n 
saxua, an aucariomas. En ,a gama.og^nesis vegaial, sa producan imputes 
camb.os ciioibgicos y bioquimico, duran.a a, desarroilo de, poian eJai, la 
d'visidn miio.ica asimarica da ,as microsporas hapioidas da como rasu^do 
formacion da dps caluias; cada una da a„as con diraranias des,^ an 

deSarr0 " 0 ' U sus.ania a! craci m ,an,o daVp'oW, 

an ,an,o * c«u,a ganeraiiva su-ra mi.osis y sg desarro(|a „ ^ ^ 

esparmMca. Sa nan ideniificado «N -nansajaros aspacificos para ambas via* 
an a, poian da pianias ,a,es como ma(2 . Imaie , , abac0 ^ y ' 
-bien sa nan identiricado mansajas aspects dal polan u oiros iipos 
ce uiaras partanacian.es a ,a anlera corno o, ,apa,a. ,a a pi dar m ,s y a, 

estomto. 7 
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una c d ! " l1eS " dUran ' e * 

una an„dad esUmada en 2 «oo genes (Wiilina. e, a, -An Anal/Sis of the 

Q U an,„y and Diversity o, rnRNA's F rom Poller, and Snools of 2ea mays , Thmr 

" y 80/. (W„„n g . e« a,.. -An Analysis * (he Quan% an(J ^ 

<a Pn>ducc,on conserve de muchos produces cenicos " 

Se han clonado genes sspecifcos de pten , as mascuiinas-sfe ,, a 

P 5 717, (1993,,, son necasarios para el desarrollo del poten^ro. 

eiemplos de promotores especVos del <=v r*->*l{Ofro* 
3.13. PG y SGB6. maSCU ""° ^ PlaWaS 

co nsla iT;;;r;::r c,,be en ,a p *™ d ° ^ - *~ 
~oporHanr ~: * un sen — - - 

*<•«.<«. Es.a re B ,on prorr, ol ora abarca 2687 pares de bases y se 
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expresa predominanlemente en polen y esoiauii/n 

«PW- pre-e.er9en.es En , a JJT ^ "° •» 

» cn ia Palenle de EE [ft j mo. ^ c-^ „ 

Allen, Se describe otro promoter de, pen de ' ' 

Solarnente se expresa en polen y en 3 P °" 9a ' ac — * de mafe . 

en polen y, en esp , gu(((as emergen(es 

En la Patenfe de EE.UU. N'- 5 470 ,« Q 
reguladora del gen SGB6 de mai ' ' ^ dMCribe Un ^ re ^«n 

■** de exprel. B ^ r:r; ^ «~ * 

- C ro S por 6g ena S en , a an era ^ ^ ^ * 

En ,„ p , P^porcona nutriantas a ,as mismas !• 

^ la Patents de EE.UU. N - 5 477 00? « , 

, * ADNC eepecifiK , s de anieras 

eran eapacificos de la an , Prfl C ' 0nes #W*c 

En (a publicacjon PCT WO * ^ 

^ se describen In* jnn '••*•* 

anlaras TA12. TA26 y TAP 9 „ „ NC ^1^°* 

masculfna. MU US ° Gn un sist ^ *e aet^ad 

En la publicaci6n PCT WO 90/orr?,- 

GUS. . y PMS18 y su Uso c °n e, gen /nformante 

En la Patenle de EE.UU. N * 5 589 610 

correspondiente a un ADNr .„ ... ^ e * P ' ,Ca Un P romot °r 

un ADNc especfflco de anterae u 1 A ~ 

^sionpreferenleenan.eras. ' ADNc " e 

El uso de un promoter vegetal v ,, 
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cfe EE.UU. 5.432.068 5 412 OH* « «^ 
<~ da lejWos 

"Wcullhe. u o«ro ttP o de expres/cn „ , '"^ ^'^^^ 

— - ^ . : ao ~ '» 

Prefarancia por te/idos , nascu|inos rt J con 

prafarancia por ,ajidos maacuBnos con un „ r99la " re9l " ad ° ra °° n 

««**r „ a.™ mascu , ina " " n ™ «~ - P« 

La presente inversion esta" dirigida a un, r ■ 

v es de u „„, ad en muohos : ~7; r . en ia 

hrbridas. Ia fWucaon da Sejnfllas 

U "° * 108 ° b ' e " Vos * * prssan.e invencion a 5 prow . . 
vecor da ex P rasi6n q ue conHera expr9sio ' " ,aSCU ' in '' S """I*- 

°rrecer una region reguladora de ADN „, ,« ~, r 
— «n p^encia por , e;ldos -^^ZTcZTT 

:::: ::r:: 9i6n r ~ - ~ - - ~ 

/uy C ' 0n P^ferencia aun del 95 o/ 0 0 9QO/o 



Uno de los objetivos de esta invencion es ofrecer una secuencia aislada 
de acidos nucleicos que codifica l as regiones reguladoras con preferencia per 
tejidos masculinos Ms45. 

Uno de ,os objetlvos de esta invencion es proveer una secuencia de 
*c,do S nucleicos que ooddc. una region reguladora con preference per lejidos 
masculines M s45 de Zea may s que comprende ,a secuencia de acidos 
nucleus que se mues,ra en fa SEQ ID N»: 1 o aquelles que present 
.denlidad de secuencia con ia misma. Tambien es un obicivo de ,a invencion 
proveer una secuencia alslada de acidos nucleicos que codirica una^n 
reguladora con preferencia por lejidos [r ,ascu lin os Ms45 de Zea r^s. que 
comprende ,a secuencia de acidos nucleicos que se mueslra en I. SEd N »- 
2 o aquellas que presenlan idenlidad de secuencia con la rnisma ' 

Uno de los obje.lvos de es,a ,nvenc,on es olrecer un vedor de 
recombinant que comprende la secuencia aislada de acidos nucleicos que so 
n-ueslra en ,a SEQ , D „ , „ aquellas con iden(idad ^ ^ " 

-sma. l, 9 ado oper at iva,nen,e a una secuencia de nucleolus que co<£ u,, 
9- exOgeno de rnanera ,a, que dicha secuence de nucleolidos se expfjia' d, 

modo preferencial en tejidos masculinos de forma lal „„» 

„ ,urmd tal que promuava la 

expresion de/ gen exogeno. 

don* n ^ 0b ' 9 " V0S * 88,3 inVen * n 83 " - **SL ■ 

donde dicho gen exbgeno es Ms45. 

Uno de ,os obje.ivos de es,a invencion es orrecer un me,odo para 
Pro uc, r una plan.a .ransfcrmada que e, pre se una secuencia ^ 
nucleondos con preference por ..idos masculinos que comprende oZ 
- ,n,roduc,r en una planla dicna secuencia e.gona de nuclides I gal 
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operativamenfe a una region reguladora con preferencia por tejidos masculines 
qua comprende la secuencia de nucleotides que se muestra en la SEQ ID N°- 2 
o aquellas que presentan iden.idad con la misma. El metodo en el cual dicho 
paso de introduction se puede llevar a cabo mediante bombardeo con 
m.croproyecti^s, puede uti.izar Agrotactenum o un vector de transferencia au* 
comprenda e. piasmido Ti. Ademas. puede haber mas de una copia de dicha 
secuencia ex6gena de nucleotides ligada operat.Vamente a la re e i6n 
reguladora con preferencia por iejidos masculinos. ... 

Uno de los objetivos de as , a invencion es ofrecer un metodo cual 
d.cha region reguladora se exprese, con preferencia por tejidos masc^os 'en 
tajidos S e.eccionados de, grupo formado por po.en. tapele. antera. e^uiHa 
celulas madre de polen y microsporas. . .... ■ 

Uno de ,os objetivos de es,a invencion e s ofrecer un^^an.a 
transforms que exprase um ^ ^ 

pre erencia por , 9j , dos ^ ^ ^ 

nuc eotido, ,i g ada operativamente a , a reglon reou|adora ^ 

le.cios ma sc u „nos q ue se „, ues ,ra en ,a SEQ ,D H-. 1 o .qu*. con id^dad 

* ;, 6C r nCia " mte ™- »"» « - m onoco liled ^- „ 

dicot.iedonea. Se puede ulfaar (;ualquler plan , a ^ de ^ 

■nCuyendo. por ejempto. mafz, giraso l, soj a, , rigo , canota, arroz y sorg o'W 
.nvenc, n ,a mbWn provee e, lejld[ , lrans(ormado de „ p|an|a 

mode de e^mpio, „ leji do puede ser poten. mazorcas, 6vu,os anteraS 
~P,u,„a s , estate, plst „ os y ce , u|as vege|a|as ' • 



Uno de los objelivos (Je esta invencidn es ofrecer un rnetodo para 
intervenir en la fertilidad de una planla, en el cual la region reguladora con 
preferencia por tejidos masculinos exprese dicha secuencia exogena de 
nucleotidos de manera (al que impacta sobre la fertilidad. Esla secuencia 
exogena de nucle6tidos puede ser cualquier secuencia que inlervenga en la 
fertilidad masculina y puede sor, a modo da ejemplo, una unidad nucleotidica 
complementaria que codifiquo dichas moleculas antisentido como ARN 
antisentido callasa. ARN antij;enfido bamasa y ARN antisentido jtfialcona 
sinletasa, ARN antisentido M&«45 o ribozimas y secuencias quia exfe'rria* o 
aptameros o nucleotidos de una sola cadena. La secuencia exogena de 
nucleotidos tambien puede cedificar auxinas, rolB, citotoxinas to»'ha:de la 
difteria, DAM metilasa, avidina o se puede seleccionar de un yistema/egulador 
procarionte. Ademas, esta secuencia exogena de nucleotidos es urT^en de 
eslerilidad masculina o el gen estructural Ms45 y esta planla es una 
monocotiledonea o dicotiledonesi. 

Uno de ios objelivos de- esta invention es ofrecer un mefd&o p£-ra 

• * » • 

prcducir semillas hfbridas que comprende la siembra. en yuxtapoafctfn de 

• • • 

palinizacion cruzada, de una planta con fertilidad masculina y una pjgni con 
esterilidad masculina producida de acuerdo con el rnetodo anterior, pejiijfHerdo 
que se produzca dicha polinizacidn cruzada y la cosecha de las -'semillas' 
res ultantes. Las plantas pueden ser malz. 

Estos y otros objetivos se logran de acuerdo con una realization de la 
presente invencion por medio de la provision de una molecula aislada de ADN, 
donde dicha molecula de ADN contiene la secuencia de nucle6tidos que se 
muestra en la SEQ ID N°: 1. 
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De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, se proves un 
vector de expresion que comprende un gen exogeno, donde la expresion de 
dicho gen ex6geno se encuentra bajo el control de una region reguladora con 
preferencia por tejidos masculines y donde el producto de dicho gen exogeno 
impacta sobre la feriilidad masculina. 

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, se proves un 

m<Modo para utilizar dicho vector de expresion con el fin de producir una planta 

con esterilidad masculina, que comprende el paso de introducir un vector de 

* • • 

expresion en c6lulas vegetates, donde el gen exogeno de dicho .vector de 

• * • 

expresion puede ser una unidad nucleotfdica complementaria. tales como 

moleculas antisentido (ARN antisentido callasa, ARN anlisentido banaasa v 

• • • • 

ARN antisentido chalcona sintetasa, ARN antisentido Ms45) o ribozirnsis. y 
secuencias guia externas, un aptamero o nucleotidos de una sola -catiena. La 
secuencia ex6gena de nucleotidos tambien puede codificar auxinas, rolB, 
citotoxinas, toxina de la difteria, DAM metilasa, avidina o se puede seiecDonar 
de un sistema regulador procarionte. 

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, se'pkovea un 
metodo para utilizar la region reguladora con preferencia por tejidos m^cuhrios 
para producir una planta hibiida con fertilidad masculina que compr^ride los 
pasos de: 

a) producir una prirnera planta progenitora con esterilidad masculine 
que contiene un vector de expresidn que comprende una region reguladora con 
preferencia por tejidos masculinos y un primer gen ex6geno, donde dicha 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos controla la expresi6n 
del primer gen exogeno y donde el producto de dicho primer gen ex6geno 
impide la fertilidad masculina; 
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b) producir una segunda planta progenitora que contiene un vector 
de expresion que comprende un segundo gen exbgeno, donde la region 
reguladora controla la expresion del segundo gen ex6geno de manera tal que 
se exprese en tejidos masculinos; 

c) fertilizar de forma cruzada el primer progenitor con el segundo 

progenitor con el fin de producir una planta hlbrida, donde los tejidos 

masculinos de la planta hlbrida expresen el segundo gen exogeno y flonde el 

• • • 

producto de dicho segundo gen exogeno impida la inlerrupcion de la fusion de 
la espiguilla provocada por el producto del primer gen exogeno, con ; lo <;ual se 

obtiene una planta hfbrida con fertilidad masculina. *: 

• • • 
• • 

De acuerdo con otra realizaci6n de la presente invencion, sejppoye6 un 

• * * 

metodo para utilizar la region reguladora con preferencia por tejidos rffaiful-nos 

• * • 

con el fin de producir una planta hlbrida con fertilidad masculina que 
comprende los pasos de: :>>>:> 

a) producir una prirnera planta progenitora con esterilidad mbscullna, 

• » • • 

donde se anula la accion de un primer gen involucrado en la expresjon cte la 
fertilidad masculina; 

I * * 

b) producir una segunda planta . progenitora que . .cornQtopdo un 
vector de expresion que contiene una region reguladora con preferencia por 
tejidos masculinos y un gen exogeno, donde dicha region reguladora con 
preferencia por tejidos masculinos controla la expresion del gen exdgeno de 
manera tal que se pueda expresar en tejidos masculinos y pueda 
complementer funcionalmente la funcion del gen cuya accion se inlerrumpio en 
a); 

c) fertilizar de forma cruzada el primer progenitor con el segundo 
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progenitor con el fin de producir una planta hibrida, donde los tejidos 
masculinos de la planta hibrida expresa el gen ex6geno y donde el producto del 
gen ex6geno impide la interruption de la funcion de la espiguilla, con lo cual se 
produce una planta hibrida con masculinidad fertil. 
DESCRIPCI6N BREVE DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 es un diagrama del clon gen6mico Ms45 Ac 4.1 y sitios 
restricci6n. 

La Figura 2 es un mapa plasmido del PHP6045. 

• • • 

La Figura 3 es un autoradiograffa de los productos de extension por 

• • • 

• • • 

cebadores indlcando el comienzo de la transcripcion del Ms45. Lasrlfneas 

• * • 

marcadas con G, A, T, C, corresponden a las reacciones de secuenciariomcon 

los dideoxinucleotidos ddGTP, ddATP, ddTTP y ddCTP, respectivarpeKte. Las 

Ifneas 1-4 corresponden a reacciones de extension por cebadores con ARNm 

de-(1) espiguillas, (2) hojas, (3) anteras y (4) hojas. 

La Figura 4 es un grSfico de barras que ilustra la especfficidad-de etapas 

, *• • • 

de la region reguladora con preferencia por tejidos masculinos Ms45."-" 

• • • 

• • • 

La Figura 5 ilustra la especificidad de tejido ilustrada por la\felta de 

■* • * * 

actividad en tejido no masculino, 

• » • 

La Figura 6 muestra un analisis Northern del gel de ARNm dV antera 
hibridizado con el gen de fertilidad masculina Ms45. 

La Figura 7 muestra los resultados. de un analisis mutacional de TATA 

box. 

DESCRIPCI6N DE LA INVENCI6N 

Todas las referencias< citadas se incorporan en la presente 
documentaci6n a modo de referenda. 
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A menos que se defina lo contrario, todos los terminos t6cnicos y 
cientificos utilizados en la presence documentacion poseen el significado que 
habitualmente tienen para los especialistas en el arte, a quienes esta dirigida 
esta invencion. A menos que se mencione lo contrario, las tecnicas empleadas 
o contempladas en la presente documentacion son metodologias esl^ndar bien 
conocidas por los especialistas en el arte. Los materiales, metodos y ejemplos 

solamenle son ilustrativos y no limitantes. •:• 

• * •* 
• • • 

En la description que sigue, se utiliza de forma extensiva una'rantidad 
de t6rminos. Se proveen las sjguientes definiciones con el fin de SdJPtar la 
comprension de la invencion. : 
1. Definiciones % m \.l : 
Similitud o identidad de secuencia . tal como se emplea e*rv : ef arte, 

comprende las relaciones entre dos secuencias de polip^ptidos o dos 

* * 

secuencias de polinucle6tidos, determinadas por comparaci6n : \ # iie las 

• ♦ • • 

secuencias. En el arte, el t6rmino identidad tarnbien significa el gredo de 
relacion de secuencia enlre dos secuencias polipeptfdicas o polinucgttftficas, 
determinado por la coincidencia entre dos cadenas de dichas s^cjj^hcias. 
Tanto la identidad como la similitud se pueden calcular facHfnente 
(Computational Mole cular Biology : Lesk, A.M. ed.; Oxford University Press, 
Nueva York; (1988); Biocomputina: Informatics and Genome Projects : Smith, 
D.W. ed.; Academic Press, Nueva York; (1993); Computer Analysis of 
Sequence Data (Parte I); Griffin, A.M. y H.G. Griffin eds.; Humana Press, 
Nueva Jersey; (1994); von Heinje, G., Sequence Analysis in Molecular Bioloa v: 
Academic Press; (1987); y Sequence Analysis Primer : Gribskov, M. y J. 
Devereux eds.; M Stockton Press, Nueva York; (1991)). Si bien existe una 



12 



cantidad de metodos para medir la identidad y la similitud enlre dos secuencias 
de polinucleolidos o dos polipd.-ptidos, ambos terminos son bien conocidos por 
los especialistas (von Heinje, G., Sequence Ana lysis in Molnmiar R.v,in ny - 
Academic Press; (1987); y Sequence Analysis Primer Gribskov, M. y J. 
Devereux eds.; M Stockton Press, Nueva York; (1991); y Carilo, H. y D. 
Lipman, SIAM, J. Applied Matji: Vol. 48, pag. 1073, (1988)). Los metodos 
empleados comunmente para determiner la identidad o similitud ertire dos 

• • • 

secuencias incluye, sin limitaciones, los que se describen en Cadlo'V v D. 
Lipman, SIAM, J. Applied Math,; Vol. 48; pag. 1073; (1988). Los!™iodos 

• • • 

preferidos para determinar la identidad se disefian de manera tal de otorgaf la 
mayor coincidencia entre las dos secuencias evaluadas. Los melons! P/3 ra 
determinar la identidad y similitud son codificados en programaV psra 
cornputadoras. Los metodos programados por compuladora preferid.o,s. para 
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluy&i; sin 
limitaciones, el paquete de procjramas GCG (Devereux, J., et al., Nucriic Ac id 
Resejarch; Vol. 12(1); pag. 387; (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (A^cbul, 
S.F.. et al., J. Molec. Biol Vol. 215; pag. 403; (1990)). '''i"* 

Jejido masculino : consta de tejidos compuestos por un conjunt'o de 
celulas que eslan involucradas directamente o que sirven de soporte en a 
reproduccion de las gametas rnasculinas tales corno polen, tapete, antera, 
espiguilla, celulas madre de polen y microsporas. El tapete es e | tejido en la 
antera que esta mas en contacto con las celulas madre del polen y las 
microsporas y probablemente esta involucrado en la nutricibn de los granos de 
polen en desarrollo. Las celulas madre da» nni^n sufren dos djvisionHS 
meioticas que producen una tetrada de microspore haploides. Las 
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P°len son oamefofiio, masculine- m rf ° '° S 9ranos Ue 

del a Sl ambra an la cual se producs Bl , ^'^ eS a ««>" a P<«l6n 

^~-^*«-^?^; ~ d : ~ e 

masculino de la fl 0r . estambre es el drgano 

La i£fli£nrefluladora con *'* 

•»*,*, e„ , os lejidos m ::::;::; * ,ran ~ 

^srzrr^' 

.... <euere a niveles-mayores de expresion P r> 

**» .aminos, pero „ 0 ne 0 esa rta ,„an, e a ,a w ,us*n de 01ros 

JOIlOU* signita ln „ U en ci a r * manera posjllva 0 nesa , iva o ^ 
mnuenca sobre e, rasullado . por e , enl()|o en „ ^ u ^ ^ ^ 

La r ert , W ad m asc*a sufra un 1^ cuando se ^ 
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fenllldad cue no es norma,; esl0 puede ser una q 
■ncremenlada o una ferWad «eren,e en ,erminos del mom en»o en que se 
produce o con otras caracterisficas. 

El Ermine aistado s, 8 ni,ica allerado -per ,a mano del hombre . cm 

reapeco a su es.ado naiural; e„ decir, q ue. si se produce en la na,u,a,e Z a na 
s.do modifcado 0 eliminado d9 5U ambjenl9 na[wa| o ambos p ^ • ^ 

pclinucleoUdo na,ura, o un po„ P ap„ d o q ue es,a presen,e na.uralmenWVn un 
organlsmo vivo en su es,ado na.ural no es* -aislado-. pero e s ^ smo 
poLnuc.eoUdo o poHpepUdo separado do ,03 ma.eriales oon los oualesiils,- 
en su es.ado natural es,a •als.ado-. en e, senddo en que se emp,ea ese^^ino 
en la presen.e documen,acl6n. Por ejemplo, con respeCo a los polinucfeos 
el lermino aislado signlfica cue es,a S eparado de, cromosoma y la celula en la 
cual aparece en la naluraleza. Como parte de, proceso de aislarr^ 
despues de !a misma, dlchos pollnucleolidos se pueden un!r conttro. 
pohnuclao.idos. ,a,es como ADNc, por ejemplo pare mu.agenesis, para^fmar 
pro.einas de ,usi6n y para ft propagacion o express en un humped" f o, 
po,;n„c,e6,ldo S aislados, ya sea solos o unidos con olros polinucleaUdcMaies 
como los veclores. se pueden imroducir en celulas humped, en cul.iVo o en 
or 9 an,smos completes. Una v« Mroducidos en celuta. huesped en cultlvo c 
en organismos completes, dichos AON aun esterlan als.ados. en el senlido en 
que se emplea ese lermino en ,a presen.e documented*, poroue no se 
enconlrarlan en su forma o ambiente natural De manera similar los 
po„nuc,e6,idos y po„ P ,p„ d os pueden aparecer en una com P osicl6n, como por 
ejemplo tormulaclones de medlos. soluclones para ,a introduced de 
polinucleatidos o poHpap.idoa. p„ r e jem pl o. en Clulas. comedones o 
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soluciones para reacciones qu 'micas o enzimatlcas, como es el casq de las 
composiciones que no son natures, y permanecen en ellas los polinucle6tidos 
o polipeptidos aislados en el sentido en que se ernplea ese termino er. la 
presente documentation. 

Un gen ex6geno se refiere, en la presenle description, a una secuencia 
de ADN que es introducida o reintroducida en un orgahismo. Por ejemplo, 
cualquier gen, aun el gen eslructural Ms45, es considerado un gen exo a eno si 

♦ 

dicho gen es introducido o reintroducido en el organismo. :[T: 

2. Aislamiento de una region reguladora con preferentna*:por 

• • • 

tejidos masculinos .* : 

* • • • ■ 

Si bien se conocen en el arte otros promotores y genes especifiQo"? de 
anteras que son activos en los lejidos masculinos (McCormick, et al.. '$fi}()er- 
Specific Genes: Molecular Characterization and Promoter Analysis in 
Transgenic Plants", en Plant Re production: From Floral Induction to Poifinghn n- 
Lord et al., eds.; pags. 128-135; (1989); Scott et al., Publication de p|)en:e 
Internacional N° WO 92/11379 (1982); van der Meer et al.. Th e Plant CajS '.Vol 
4; pag. 253; (1992)), no existen principios o criterios estructurales aceptadjjs, en 
general para el reconocimiento de secuencias de ADN que confieraiiiv>a 
expresi6n de tejido masculino a la expresi6n de genes en maiz! En 
consecuencia, no es posible aislar una region reguladora con preferencia por 
tejidos masculinos directamente de una biblioteca genomica de mafz mediants 
una busqueda de una secuencia consenso que confiera expresion con 
preferencia por tejidos masculinos. 

Por ejemplo, la hibridizacion de dichas secuencias se puede ilevar a 
cabc. bajo condiciones de astringencia reducida, astringencia media o aun 
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condiciones de gran aslringencia (por ejemplo, condiciones representadas por 
una aslringencia de lavado de formamida 35-40% con solucion de Denhardt 
5X, SDS 0,5% y SSPE 1X a 37 «C; condiciones representadas por una 
astringencia de lavado de formamida 40-45% con solucion de Denhardt 5X, 
SDS 0,5% y SSPE 1X a 42 °C; y condiciones representadas por una 
astringencia de lavado de formamida 50% con solucidn de Denhardt 5X, SDS 
0,5% y SSPE IX a42 "C, respeclivamenle). Una astringencia media .en una 
hibridizacion estandar de acidos nucleicos sera de utilidad para identfficar las 
regiones reguladoras con preferencia por tejidos masculinos descripfcas-en la 
presente documentacion asi como otros genes (vease, por ejemplo, Saratirook 
J et a '-. Molecular Cloning: A Laboratory Manual - Cold Spring. .Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; (1982)). En generaf,: las 

• • • - 

secuencias que codifican una regidn reguladora con preferencia por tejidos 
masculinos tienen una identidad de secuencia con la misma, prefererjteffvente 
del 70%, 75% u 80%, con mayor preferencia, del 85% o 90% y coflirnayor 
preferencia aun, del 95% o 99%. 

En el arte se encuenlran disponibles metodos para la hibridizacion de 

• • • 

secuencias de acidos nucleicos. La busqueda con hibridizacion de bibfatecas 
plaqueadas de ADN (vease, por ejemplo, Sambrook. J. et aL, Molecular 
Cloning: A Laborator y Manual : Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y.; (1982)) o la amplification de secuencias de codificacion 
utifizando la reacci6n en cadena de la polimerasa (vease, por ejemplo Innis, et 
al - PCR Protocols, a Guide to Methods and Applications - Academic Press; 
(1 990)) son tecriicas bien conocidas para el alslamienlo de ADN genomico. 

Se pueden identificar regiones reguladoras en subclones gen6micos ' 
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utilizando anSlisis funcional, verificado habitualmente por la observacion de 

expresion de genes informantes en tejido de antera.y la reducci6n o ausencia 

de expresion de genes informantes en tejidos que no pertenecen a la antera. 

Este enfoque general se ilustra en el Ejemplo 3, mas adelante. La posibilidad 

de regiones de regulation que residan "hacia el extrerno 5'" con respecto al 

sitio de inicio de la transcription puede ser evaluaao por subclonacion de un 

fragmento de ADN que contenga dicha regi6n hacia el extrerno 5' y la 

subclonacion de fragrnentos pequefios en vectores de expresion^ para 

experiments de expresion transiente. Se espera que fragrnentos rnbnores 

puedan contener las regiones esenciales para una expresion con preferencia 

por tejidos masculinos. Por ejemplo, las regiones esenciales de los promoYores 

CaMV 19S y 35S fueron identificadas en fragrnentos relativamente p4tjqenas 

derivadas de piezas genomicas mayores como se describe en la Patebfe de 

EE.UU. N°: 5.352.605. 

En general, las secuencias que codifican una region reguladoc#-con 

• • « • 

preferencia por tejidos masculinos tendr£n una identidad de secuenci&gfcTn la 
"misma, preferentemente del 70%, 75% u 80%, con mayor preferencia, €&!S5% 
o 90% y con mayor preferencia aun, del 95% o 99%. 

El an^lisis de supresidn se puede efectuar tanto desde el exlrerhb 5 
como del extrerno 3': los fragrnentos se pueden obtener por mutagenesis cor 
rastreo-Ngadores, mutagenesis utilizando la reaction en cadena de la 
polimerasa y analogos ( Directed Mutagenesis: A Practical Ap proach: IRL Press; 
(1991)). Las supresiones 3' pueden delinear la regi6n reguladora con 
preferencia por tejidos masculinos e identificar el extrerno 3' de rnanera tal que 
esta region esencial se pueda ligar operativamente con un promotor nuclear de 
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elecci6a. Una vez identificada la region esencial, la transcription de un gen 
exogeno puede ser controlada por la region con preferencia por tejido 
masculino del Ms45 m£s un promoter nuclear. El promoter nuclear puede ser 
cualquiera de los promotores nucleares conocidos, tales como el promotor 35S 
o 19S del virus en mosaico de la coliflor (Patente de EE.UU. N°; 5.352.605), fa 
ubiquitina (Patente de EE.UU. N°: 5.510.474), el promoter nuclear IN2 (Patente 
de EE.UU. N°: 5.364.780) o un promoter del virus en mosaico de la escnjfulana 
(Gruber et al. t "Vectors for Plant Transformation 1 ' en Methods in Plant Motefcula r 
Biology and Biotechnology . Glick et aL ( eds.; CRC Press; pags. :89vt19; 
(1993)). El promotor es, con preferencia, el promotor nuclear de un gen: con 
preferencia por tejidos masculinos o el promotor nuclear CaMV 35S. . 
Otros analisis mutacionales permiten introducir modificaciones:*eh ha 
funcionalidad, como en los niveles de expresion, en el momento de fa 
expresion o en el tejido de expresion. Las mutaciones tarnbien pueberr ser 
silentes y no presentar ningun efecto observable. 

3. Insercidn de la regi6n en un vector de expresidn ^ 
La selection de un vector de expresion adecuado con el cual evataar la 
expresi6n funcional dependera del huesped y del metodo de introduction del 
vector de expresi6n en el huesped y dichos m6todos son bien conocidos por 
los expertos en el arte. Para los eucariontes, las regiones en e! vector incluyen 
regiones que controlan la iniciacidn de la transcripci6n y el procesattiiento. 
Estas regiones est6n ligadas operativamente con un gen informants como el 
gen de la G-glucuronidasa (GUS) o luciferasa. Las descripciones generates y 
los ejemplos de vectores de expresi6n y genes informantes vegetales ses 
pueden encontrar en Gruber et al., "Vectors for Plant Transformation" en 
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Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology ; Glick et al., ©ds; CRG 
Press; pags. 89-119; (1993). Los vectores de expresi6n Gus y los casetes -de 
genes Gus se pueden adquirir de Clonetech, Palo Alto, CA, en tanto los 
vectores de expresion y casetes de genes de la luciferasa son comercializados 

por Promega Corporation, Madison, Wl. Los pl&smidos Ti y otros vectors do 

• • • 

Agrobactehum se describen en Ishida Y. et al. t Nature Biotechnology ; Vol" 14; 
pags. 745^750; (1996) y en la Patente de EE.ULL N°: 5.591.616, MeMiaS -for 
Transforming Monocotyledons, depositada el 3 de mayo, 1994. ****« : 

Los vectores de expresion que contienen regiones reguladoras piiafiyas 

* • * a 

localizadas en los fragmenlos gendmlcos se pueden introducir erMejibos 
intactos, como anleras en distintas etapas, embriones o en callos. Los metodos 

para la distribucion de ADN incluyen bombardeo con rnicroproysctjles, 

• • • • 

inyeccion de ADN, electroporacion y transferencia de genes mediate- por 
Agrobactehum (vease, Gruber et al. f "Vectors for Plant Transformation: en 
Methods in Plant Molecular, Biology and Biotechnology ; Glick et al., ed&jGRC- 
Press; (1993), Patente de EE.UU. N°: 5.591.616, Method for TranJfoVrtiing 
Monocotyledons, depositada el 3 de mayo, 1994 e Ishida Y. et al., Nature 
Biotechnology : Vol. 14; p£gs. 745-750; (1996). Los metodos generates para ol' 
cullivo de tejidos vegetales se pueden consultar en Gruber et al., "Vectors for 
Plant Transformation" en Methods in Plant Molecular Biology and 
Biotechnology ; Glick et al. ( eds; CRC Press; (1993). 

: En un sistema de ensayo transiente, las anteras aisladas, en 
determinada etapa, se colocan inmediatamente sobre medio de cultivo pars 
espiguillas (Pareddy, D. R. y J. F : . Peelino, Crop Sci. J. ; Vol. 29, p^gs. 1564- 
1566; (1969)) solidificado con Phylagel 0,5% (Sigma, St, Louis) u otro medio de 
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solidificacidn. El vector de expiesion de ADN es iniroducido dentro de las 5 
horas, con preferencia por distribucion mediada por microproyectiles con 
partfculas de 1,2 pm a 1000-1100 Psi. Despu6s de la distribucion del ADN, los 
anteras se incuban a 26 °C sobre el mismo medio de cultivo para espiguillas 
durante 17 horas y se analizan preparando un homogenato de tejido comploto 
y Qvatuando la actividad GUS o luciferasa (vease, Gruber et al M "Vectors for 
Plant Transformation" en M ethods in Plant Molecular Biology a nd 
Biotechnology , Glick et al.. eds; CRC Press; (1993). •:• 

Los rn^todos descriptos s;e utilizaron para identificar secuencias "de ADN 
que regulan la expresion de genes con preferencia por tejidos masculiri5&.\jna 
region tal se identified como la region reguladora con preferencia poHepo-os 
masculines Ms45 de longitud compieta (SEQ ID N°: 1). En la SEQ ID se 
identifies una mutacion TATA box que presenta identidad de secuenciar'coV) la 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos Ms45 de longitud 
compieta 

• • * • 

Por consiguiente, la prer-ente invencWn abarca una molecula dfr°ADN 
cuya secuencia de nucleotides se muestra en la SEQ ID N°: 1 (o aqueifas:que 
presentan identidad de secuencia) y que presenta la funcion de un^.rjegion 
reguladora con preferencia por tejidos masculinos. 

El TATA box putativo se puede identificar por analisis de extension con 
cebadores como se describe en el Ejemplo 2, mas adelante r o en Curre nt 
Protocols in Molecular Biology : Ausubel, F.M. et al. t eds.; John Wiley and Sons, 
Nueva York; p£g$. 4.8. 1 -4.8.5; (1 987). 
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4. Uso de la regi6n reguladora con preference por tejidos 
masculinos para controlar la fertilidad 

Uno de los objetivos de la presente invenci6n es proveer un medio para 
controlar la fertilidad utilizando jna regi6n reguladora con preferencia por 
tejidos masculinos. Cabe destacar que esta region reguladora con preferencia 
por tejidos masculinos puede controlar la expresidn de un gen ex6geno en las 
anteras de cuarteto hasta las etapas uninucleares del desarrollo. El significado 
practico de dicha cronologia es que la expresion de un gen induclar de 
esterilidad durante esta etapa del desarrollo, interrumpe la maduracion de la 

antera en una etapa suficientemente ternprana corno para permftiV'iuna 

• * • 

comprobacion visual a campo de la funci6n del sistema inductor de esleViiidacl. 

• * • 

Tambien puede reducir la posibilidad de que aparezcan ''obstaculiz^PQres' 
(ant&ras que liberan polen). Por consiguiente, los efectos del gen inductor de 
esterilidad seran evidentes en el campo de produccion en unq, e.tapa 
suficientemente ternprana como para permitir una elirninacion, rn^cpai P 
mecanica, de las espiguiilas de cualquier "escapada fertil" que sg hpb'era' 
podiclo producir como consecuencia de una interruption total o parbial> : del 
sistema inductor de esterilidad. 

• • » 

Un enfoque para controlar la fertilidad rnasculina e v s manipular la 
expresi6n de genes en el tapete. El tapete es una capa de celulas que rodea a 
las celulas microsporogenas en la antera y probablemente tambien les prove** 
de nutrientes, tales como azucares reductores, aminoacidos y Ifpidos, a la« 
microsporas en desarrollo (Reznikova C.R, Acad. Bula. Sci .; Vol. 31; pag. 1067; 
(1978); Nave et al. ( J. Plant Phvsiol. : Vol. 125; pag. 451; (1986); Sawhney et al.. 
J^Pjant Physiol.; Vol. 125; p£g. 467; (1,986)). Se encontrG una gran expresion 
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del Ms45 en la capa del tapete. Las celulas del tapete tambien producen (3(1.3)- 
glucanasa ("callasa") que promueve la liberacion de las microsporas (Mepham 
et al., Protoplasma , Vol. 70; pag. 1; (1970)). Por eso, exist© una delicate 
relation entre el tapete y las celulas microspor6genas y cualquier interruption 
de la funcion del tapete muy probablemente de como resullado granos de poten 
disfuncionales. De hecho, se sabe que las lesiones en la biogenesis del tapete 
da como resultado mutantes con esterilidad masculina (Kaul. "Male Sterility in 
Higher Plants" en Mono graphs on Theoretical and Applied Genetics - FraVikel et 

' •••• 

al., eds.; Springer Verlag; Vol. 10; pags. 15-95; (1988). Una aparicion tetipVana 
o tardia de callasa durante el desarrollo del tapete tambien esta asocja&T con 
ciertos tipos de esterilidad masculina (Warmke et al., J. Hered : Vol. &3V*paq. 
103; (1972)). Por lo tanto, se puede emplear el gen de la callaMh'para 
inlerrumpir la funcion del tejido masculine Scott el al., PCT WO sh&ti97, 
describen la secuencia de nucleotides de una callasa especlfica del tapete. Per 
consigurente, se puede inducir-un error en el desarrollo de las microspW, en 
granos de polen maduros utilizando una molecula de ADN recombinante-aue 
comprenda un gen capaz de inlerrumpir la funcion del tapete bajo el corirbl dp 
secuencias reguladoras espeefficas del tapete. : 

Un enfoque general para provocar un impacto en la fertilidad mas&lina 
comprenda la conslruccidn de un vector de expresion en el cual la region 
reguladora con preferencia por tejidos masculinos esta ligada operatiyamentB 
con una secuencia de nucle6tidos que codifica una prote.'na capaz de 
interrumpir la funcion del tejido masculino, dando como resullado la esterilidad. 
Las proteinas capaces de interrumpir la funcion del tejido masculino incluyer 
protelnas que inhiben la sfntesis de las macromoleculas esenciales para la 
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funcion celular, enzimas que degradan las macromoldculas esenciales para !a 
funcion celular, proteinas que alteran la biosfntesis o el metabolismo de las 
hormonas vegetales, proteinas eslructurales, proteinas que se expresan 
inapropiadamente y proteinas que inhiben una funci6n especffica de los iejidos 
masculinos. ■■' 

Por ejemplo, se puede conslruir un vector de expresion en el cual la 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos esta ligada 
operativamente a una secuencia de nucleotfdos que codifica un inhibidor de la 

sfntesis de proteinas, que puede ser, pero sin limitaciones, una citotoxlpg. La 

* • • 

toxina de la difteria, por ejemplo es un inhibidor bien conocido de la sfntesis do 

proteinas en eucariontes. Las moleculas de ADN que codifican el gen'cie la 

* # • 

toxina de la difteria se puede obtener de la American Type Culture CoYlection 
(Rockville, MD), N° ATTC 39359 o N° ATTC 67011 y vease Fabijanskilet ai., 
Solicitud de Patente Europea N° 90902754.2, "Molecular Methods of "Hybrid 
Seed Production" por ejemplos y metodos de uso. La DAM metilasa,. po- 
ejemplo, es una enzirna bien conocida de Escherichia coli que moifiJJa el 
residue adenina en la secuencia 5' GATC 3' en N 6 -metiladenina. Gifran y 
Albertsen describen la manera en que se podria utilizar la DAM metilaSa : p : ara 
impactar sobre la fertilidad en plantas transgenicas (PCT/US95/15229, : £l&an, 

* • • 

A.M. y Albertsen, M.C., "Reversible Nuclear Genetic System for Male Stenl'ity in 
Transgenic Plants"). Otro ejemplo de una proteina que interrumpe la fertilidad 
es la avidina como se ilustra en la Solicitud de Patenle de EE.UU. N°: 
08/475.582, "Induction of Male Sterility in Plants by Expression of High Levels 
of Avidin" de Howard, J. y Albertsen, M.C. 

Como alternativa, se puede lograr la interrupcion de la funcion del tapete 
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utilizando secuencias de ADN que codifiquen enzimas capaces de degradar 
una rnacromolecula biologicamente importante. Por ejemplo. Mariani et al., 
Nature; Vol. 347; pag. 737; (1990) han mostrado que la expresidn en el tapefe 
de la ARNasa T1 de Aspergillus oryzae o una ARNasa de Bacillus 
amyfoliquefaciens, denominada •'barnasa 11 , inducia la destruction de celulas.del 
tapete, dando como resultado la esterilidad masculina. Quaas et al., Eur. J. 
Biochera; Vol. 173; pag. 617; (1988) describen la slntesis qulmica de la 
ARNasa T1, en tanto la secuencia de nucleotidos del gen de la barnasa se 
describe en Hartley, J. Molec. Biol Vol. 202; pag. 91 3; (1 988). |||. 

Los genes de la ARNasa T1 y la barnasa se pueden obtener,' por 
ejemplo, sintetizando los genes con oligonuclebtidos largos mut&mpnt© 
cebadores. Vease, por ejemplo, Current Protocols in Mo d ular kloiLv - 
Ausubel, F.M. et al.. eds.; John Wiley and Sons; Nueva York, pags. g. a 
8.2.13; (1987). Vease tambien. Wosnick et al., Gene : Vol. 60; pag. 115;Yl&7)! 
Mas aun, las tecnicas actuales que emplean la reaccion en cadena d.e la 
polimerasa proporcionan la capacidad de sinletizar genes muy grandea X«3bns 
et al., Plant Molec. Biol ; Vol. 21; pag. 1131, (1993); Barnbot, et aU££GR 
Methods a nd Applications ; Vni ?■ pag ?«« : (ir>r, 3 ^ : y : 

En un enfoque alternativo, la producci6n de polen es inhibida | a 
alteracion del metabolismo de hormonas vegetales. como las auxinas^Por 
ejemplo. el gen rolB de Agrobacterium rhlzogenes codifica una enzima quo 
interfere con el metabolismo de la auxina catalizando la liberacion de indoles 
libres de indoxil-15-glucosidos. Estruch et al., EMBQ J ; Vol. 11; pag. 3125 
(1991) y Spena et al., Theor. Appl. Genet.; Vol. 84; pag. 520; (1992) han 
moslrado que la expresion espec'fica del gen rolB en anteras de tabaco dio 



oomo resullado plantas con an.eras marchiladas en las cuales la produced de 
polen estaba severamente disminuida. Por consiguiente el gen rolB es un 
ejemp.o de un gen que es de u.ihdad para conlrolar la produccion de po.en 
Slishtorn e, a,., J^ i oL_C ta , Vol. 261; pag. 108; (1985), describen ,a 
secuencia de nucleotides del gen rolB. 

Con el fin de expresar una proleina que interrumpa la funcion del tejido 
masculine, se construye un vector de expresion en el cua, ,a secuencia de ADN 
que codifica dicha protelna esta ligada operatlvamanle a secuencias d'e ADN 
que regular, la transcr.pci6n del gen de forma preferencial en tejido maffiino 
Los requerimientos generales del vector de expresion ya se describieroWn ei 
contexto de un sistema da express transiente. Aqui, sin embargo, efVnodo 
' preferido es introducir el vector de expresion en tejido embrionario vegWrf de 
manera tal que la protema exigence expresara en una etapa posted deJ 
desarrollo en , OS tejidos masculines de una planta adulta. La estabilidad 
mitotlca se puede lograr utlllzando veclores virales vegetales que proveeij-wa 
replicacion epicromosomica. 

Un metodo alternativo y preferido para obtener estabilidad mitkfca 
consi«te en integrar secuencias de vectores de expresion en e, cromosoni^l 
huesped. Dicha estabilidad mit6tica se puede obtener por distribution 
microproyectiles de un vector de expresion en tejido embrionario (Gruber et al., 
"Vectors for Plan, Transformation" «i Methods. in Plant M Q | flra rfn I Rin !=a ^ 
Bipiechnoloay; Click et al., eds; CRC Press; (1993)). 

La rnetodologfa de transformacion se puede encontrar para muchas 
Plantas, incluyendo sin limitacione*. girasol, so ja, trigd, canola, arroz y sorgo 
(Knitte, et al., Plant Cell Rep , Springer International, Berlin, Alemania- Vol 
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14(2/3); pags. 81-86; (1994); Chee, P.P. et al.. Plant Physiol .: American Society 
of Plant Physiologists, Rockvhle, MD; Vol. 91(3); pags. 1212-1218; (1989); 
H3di, M.Z. et al., J, Plant CelLRep,.; Springer International, Berlin, Alemania; 
Vol. 15(7); pags. 500-505; (1996); Perl, A. et al., Molecu lar and Gensrei 
Genetics , Vo1 - 235(2-3); pags. 279-284; Zaghmoul, O.M.F. y N.L. Trolinder, 
Nucleic Acids Res,; IRL Press, Oxford; Vol. 21(4); pag. 1048; (1993); Chen, J.L. 
y W.D. Beverdorf, Theor. Appl. Genet,; Springer International, Berlin, Alemania; 
Vol, 88(2); pags. 187-192; (1994); Sivarnani, E. et al., Plant Cell Reo : Springer 
International, Berlin, Alemania; Vol. 15(5); pags. 322-327; (1996); HagNsyT. et 

• • • • 

al., Plant Cell Rep.; Vol. 10(5); pags. 260-264; (1991) y tambien son cortodidas 
por los expertos en el arte. 

Con el fin de seleccionar las celulas transforrnadas, el ve ; etp£ de 

expresion contiene un gen para un marcador de seleccion, tal como urf £&h oe 

resistencia a un herbicida. Por ejemplo, dichos genes pueden : e?t5rfferir 

resistencia a fosfinotricina, glifcsato, sulfonilurea, atrazina, imidazolinona o 

kanamicina. Si bien el vector de expresion puede contener secuenbi^K de 

* * i * 

ADNc que codifiquen una proteina ex6gena bajo el controi .de una jj&gion 
reguladora con preferencia por tejidos masculinos, asi como el gen jja^ un 
marcador de seleccion bajo el control del promolor constitutive, el gen {^fjr^un 
marcador de seleccion tambien r,e puede introducir en las celulas hu6sperd : en 
un vector de expresion de seleccion separado. Dicha "cotransformacion" del 
tejido embrionario con un vector de expresion de prueba que contiene una 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos y un vector de? 
expresion de seleccion se ilustra mas adelante. 
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5 Inducci6n de la euterilidad 

En un enfoque alternaUvo. se puede inducir esterilidad masculina 
mediants el use de un vector de expresion en el cual la region reguladora con 
preference por tejidos rnasculinos esta ligada operativamente a una secuencia 
de nucleotides que codifica una unidad nucleotfdica complementaria. La union 
de las moleculas de acidos nucleicos complemenlarias a la molecula bianco se 
puede seleccionar de manera tal que es inhibidora. Por ejemplo. si el bianco es 
una molecula de ARNm, entonces la uni6n de una unidad de nud^tidos 
complementaria, en este oaso ur, ARNm, da como resullado una hibndi&n y 
la delencion de la traduction (Paterson et al. ( Pj^NaflAcadSci.- took 74- 
P3g. 4370; (1987)). Por lo tanto, una molecula de ARN antisenlido acfeoAda, 
como una que sea complementaria al Ms45 (Patente de EE.UJ&: N°: 
5.478.369), tendria una secuencia complementaria a la de una espQ* do 
ARNm que codifica una prote.'na necesaria para la esterilidad masculina 
(Fabijanski en "Antisense Gene Systems of Pollination Control For HybrSTSeecl 
Production", Solicitud de Patente de EE.UU. N°: 08/288.734). **'" 

Por ejemplo. la produccion de ARN antisenlido de callasa inhibit I* 
produccion de la enzima callasa que es esencial para la liberation arias 
microsporas. Ademas. la esterilidad masculina- puede ser inducida por^bio 
de la inhibicibn de la bioslntesis de flavonoides utilizando un vector do 
expresion que produzca ARN antisenlido para la regi6n no traducida 3' del gen 
de la chalcona sinletasa A (Van der Meer et al., The Plant Qgij Vol. 4; pag . 
253; (1992)). La clonaci6n y caracterizacion del gen de la chalcona sintetasa A 
fueron descriptas por Koes et a.., CJene; Vol. 81; pag. 245; (1989) y por Koes et 
al- ELant Molec. Biol ; Vol. 12; pag. 213; (1989). 
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Corno allernaliva, se puede construir un vector de expresion en el cual la 
regi6n reguladora con preferencia por lejidos masculinos esta ligada 
operativamente a una secuencia de nucleotides que codifica una ribozima. Las 
ribozimas se puede disenar de manera tal que expresen activi^ad 
endonucleasa dirigida.a una delerminada secuencia bianco en una mol6cule de 
ARNm. Por ejemplo, Steinecke et al., EMBQ J. : Vol. 11; p£g. 1525; (1992), 
logr6 hasta un 100% de inhibici6n de la expresion del gen de la neomfcina 
fosfotransferasa por ribozimas en protoplastos de tabaco. M£s recientemente, 
Perriman et al., Antisense Research and Development : Vol. 3; p£g. 253^.(1993), 
inhibieron la actividad cloramfenicol acetiltransferasa en protoplastos d&ldbaco 
utilizando un vector que expresaba una ribozima cabeza de martillo mcjetiff^ada. 
En el contexto de la presente invencidn, las rnoleculas ARN bianco afrQREadas 

para ribozimas incluyen especies de ARNm que codifican protelnas e^Voiales 

• • • 

para la fertilidad masculina, tal corno ARNm de callasa y ARNm del Ms45?.* 

En otro enfoque alternativo, se pueden construir vectores de expresion 
en las cuales la region reguladora con preferencia por tejidos masculinC/S'tfirige 

la produccion de transcriptos de ARN capaces de promover el clivaje mediado 

• * • • 

por ARNasa-P de mol6culas de ARNm especificas. De acuerdo cpq.este 

• • • 

* • • 

enfoque, se puede construir una secuencia guia externa para dirigir la obozima 
end6gena r ARNasa-P, hacia una especie particular de ARNm intracelulae ( [:que 
es clivada a continuacion por la ribozima celular (Patente de EE.UU. N°: 
5.168.056; Yuan etah, Science ; Vol. 263; pag. 1269; (1994)). Se prefiere que la 
secuencia guia externa comprenda una secuencia de diez a quince nucleotides 
complementarios a una especie de ARNm, que codifica una protelna esenoiial 
para la fertilidad masculina, y una secuencia de nucleotidos 3'-RCCA, donde R 
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es, preferenlemente, una purina. Los transcriptos cle la secuencia guia externa 
se unen a las especies de ARNm especifica por formacion de pares de bas^s 
entre el ARNm y las secuencias guia externas complementarias, promoviendo 
de esta manera el clivaje del ARNm por la ARNasa-P en el nucleotido 
localizado del lado 5' de la region de bases apareadas, 

Otro enfoque alternativo consiste en ulilizar tecnologia de aptameros, 
donde la unidad nucleotidica complementaria es un nucleotido que sirve como 
ligando para una motecula bianco especifica (Palente de EE.UU. N°; 5482841). 

Este bianco podria ser un producto esencial para la feriilidad masculina o un 

• • • 

producto que interrumpa la fertilidad masculina. Con este metodo &9*:ppdria 

seleccionar un aptSmero para la molecula bianco, por ejemplo Ms45 q^avidiha, 

• • * 

• • ■ 

que podria unir e inhibir la expresion del bianco. La secuencia de nuplecjtidos 

• •4* 

que codifica el aptemero formaria parte de los vectores de exfsfjesi6n 

• * * • 

• • w m 

construidos de manera tal que una region reguladora con prefererreia por 

tejidos masculinos dirija la produccion de dicho apt^rnero. 

La esterilidad tarnbien puede ser inducida por la inlerrupcion de.tw.gen. 

que sea importante en la fertilidad masculina, como el gen Ms-45 o Ms&afMark, 

♦• ■ * 

G.M. et al., Nature : Vol. 363; pags. 715-717; (1993)). Los melodbT para 

• • • 

interrumpir genes son bien conocidos en el arte e incluyen, sin limitacidfuss. la 

• * • 

• * • 

insercion de elementos que se pueden transponer e induccion de mutacj&gQS. 

• • • 
• • • 

6. Restablecimtento de la fertilidad masculina en al hibrido F1 

Los m6todos descriptos anteriormente se pueden emplear para obtener 
plantas con ma 12 transgenicas con esterilidad masculina para la produccion de 
hibridos F1 en cruzamientos entre Ifneas endogamicas dirigidos a gran escala. 
Si las celulas huevo de las plantas transgenicas con esterilidad masculina no 
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contienen todas al gen exogeno que interrumpe la funci6n del tapete, entonces 
una proporcion de los hibridos F1 tendra el fenotipo de ferlilidad masculina. Ppr 
otro lado, los hibridos F1 tendran el fenotipo de esterilidad masculina si el gen 
exogeno estei presente en todas las celulas huevo de las plantas transgenicas 
con esterilidad masculina porque la esterilidad inducida por el gen ex6geno 
sena dominante. Por lo tanto, serfa conveniente utilizar un sistema de 
restablecirniento de la ferlilidad masculina con el fin de proveer la produccion 
de hibridos F1 con fertilidad masculina. Dicho sistema de restablecirniento de la 

ferlilidad posee un valor especial cuando el producto cosechado es la ssrnilla o 

• • •* 

cuando los cultivos se autopolinizan. : mm : 1 

AdemSs, dicho sistema de restablecirniento de la fertilidad tamt$t£n:tiene 

• • 

un valor particular cuando la region reguladora con preferencia p$r. - tejidos 
masculinos esta ligada operativamente a un promotor inducible, coenp'^n la 
publicacion WO 89/10396 (Marianai et al., Plants with Modified Stameftlsills ) y 
dicho promotor inducible responde a controles externos. Esta region reguladora 
con preferencia por tejidos masculinos ligada consiste de una region r^gufadora 
con preferencia por tejidos masculinos, un promotor inducible y" # 6/L gen 
ex6geno. 

• • • 

Un enfoque para el restablecirniento de la fertilidad masculintreeria 

• • • 

cruzar plantas transgenicas con esterilidad masculina con plantas transjg£aicas 
con fertilidad masculina que contenga un gen de restablecirniento de la 
fertilidad bajo el control de una region reguladora con preferencia por tejidos 
masculinos. Por ejemplo, Fabijanski en "Antisense Gene Systems of Pollination 
Control For Hybrid Seed Production", Solicitud de Patente de EE.UU. N°; 
08/288,734, cruz6 las plantas con fertilidad masculina que expresaban un 
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inhibidor de la barnasa, denominadas "barstar", con plantas con esterilidad 
masculina que expresaban barnasa. Hartley, J, Mol. Biol. : Vol, 202; pag. 213; 
(1988), describe la secuencia de nucleotidos de barstar. 

Olro enfoque sen'a cruzar plantas con esterilidad masculina que 
contienen una interrupciin en un gen de fertilidad masculina esencial, con 
plantas con fertilidad masculina que contienen la region reguladora con 
preferencia por tejidos masculinos ligada operativamente a una copia no 
interrumpida del gen de la fertilidad, como el gen Ms45 o Ms2. La -secuencia 
completa del gen Ms45 esta contenida en la Patente de EE.UU. N°: 5:i*78.399 
y el gen Ms2 en Mark, G.M. et al ( Nature: Vol. 363; pags. 715-717; (19&3y : 

Como alternativa, el restablecimiento de la fertilidad masculina j;e.i5uede 
lograr mediante la expresion de unidades nucleotidicas complementarleS^taies 
como ribozimas de toxinas o aptameros, en plantas con fertilidad rfl^dulina 
con el fin de neutralizar los efectos de la toxina en las plantas con efctlfilidad 
masculina. Por lo tanto, se puade restablecer la fertilidad en los hrbridos F1 
produciendo una planta transg6nica de fertilidad masculina que sintJ(«a una 

©specie particular de molecula de ARN o polipeptido para contra rrestsr los 

• • • • 

efectos del gen exogeno particular expresado en las plantas transgenic^ con 

esterilidad masculina, ♦ 

• • • . 

En un metodo alternative para restablecer la fertilidad masciilcfa; las 
plantas transgenicas con esterilidad masculina contienen un vector de 
expresi6n, que posee una region reguladora con preferencia por tejidos 
masculinos, una regi6n reguladora procarionte (de un sistema regulador 
procarionte) y un gen exogeno. que es capaz de interrumpir la funcion del 
tapete. Se producen plantas transgenicas de fertilidad masculina que expresan 
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un peptido procarionte bajo &l control cie una region reguladora con preferencia 
por tejidos masculinos. En los hibridos F1 resultantes del cruzamienlo entre 
plantas con fertilidad masculina y plantas con esterilidad masculine, el peptide 
procarionte se une a la secuencia reguladora procarionte y reprime la expresion 
del gen ex6geno que tiene la capacidad de interrumpir la fertilidad masculina. 
Una ventaja de este metodo de restablecimiento de la fertilidad es que una 
forma de la planla transgSnica de fertilidad masculina se puede emplear para 
proporcionar fertilidad a la F1 , sin tener en cuenta la identidad del gen exogeno 

que se utilize para interrumpir la funci6n del tapele en la planta transgenics con 

• ** 

esterilidad masculina. 

Por ejemplo, el sistema gen LexA/operador LexA se puede utiji/a; para 

• • « 

* *• 

regular la expresion de genes que se busca en la presents invenci6n..V6$se la 
Patent© de EE.UU. N°: 4.833.080 y Wang et al., Mol. Cell Biol. : Vol; 13 v pag. 
" 805; (1993). Mas espedficinmente, el vector de expresion de la planta con 
esterilidad masculina conliene la secuencia del operador LexA, en tanto el 
vector de expresion de la planta con fertilidad masculina contiaa& las 
secuencias de codificacion del represor LexA. En el hfbrido F1 t e\*rbpcvsor 
LexA se unirS a la secuencia del operador LexA e inhibira Ja transcription del 

gen exogeno que codifica un producto capaz de interrumpir la ferfihdad 

♦ • t» 

masculina. Ellos comprenden, sin limitaciones, avidina, DAM metilas^-^kjxina 

***** 

de la difteria, ARNasa-T, barnasa, rolB y chalcona sintetasa A 

Las moleculas de ADN del operador LexA se pueden obtener, por 
ejemplo, sinletizando fragmentos de ADN que contienen la secuencia del 
operador LexA bien conocida. Vease, por ejemplo, la Patente de EE.UU N<?: 
4.833,080 y Garriga et al., Mol. Gen. Genel Vol. 236; pag. 125; (1992). El gen 
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LexA se puede obtener sintetizando una molecula de ADN que codifique at 

represor LexA. Las tecnicas de* sintesis de genes se trataron anteriormonte y 

las secuencias del gen LexA fueron descriptas, por ejemplo, por Garriga aL, 

Mol, Gen. Genet. ; Vol. 236; pag. 125; (1992). Como alternative, ias molecuias 

de ADN que codifican al represor LexA se pueden obtener del plasmido 

pRB500 t American Type Culture Collection, N° Acceso 67758. Los expertos en 

el arte pueden disponer tecilmente de otras estralegias para restablecer la 

feriilidad rnasculina utilizando sistemas reguladores procariontes, tal como el 

sistema de operon lac/represor lac o el sistema de oper6n trp/represor Jfp. 

7. Identificaci6n de partes esenciales de la region regulaj3£ra 

La identificacibn de partes esenciales de la regi6n reguladora se Tjuede 

llevar a cabo mediante la supresion, adici6n y/o sustitucion de nucle6l»3psen la 

reqion reguladora por metodojj bien conocidos por ios expertos bo .ef. arte. 

* * * * 

Dichas variantes se pueden obtener, por ejemplo, por mutag6nesis diffgjfta por 

■ * • * 

oligonucleotides, mutagenesis con rastreo-ligadores y mutagenesis utilizando la 
reaccibn en cadena de la polimerasa (Dir ected Mutagene sis; A j Prac tical 
Approach : IRL Press; (1991)). 

• • • * 

Se puede construir una serie de supresiones 5' de una regi6n re'gpladora 
util^ando Ios sitios de restriction exislentes. Se puede evaluar ia act[v[eigd de 
Ios fragmentos de prornotor resultantes utilizando un vector de expresfaflrj* como 
se discuti6 anteriormente. Se puede lograr un refinamiento y.una delineacibn 
adicionales haciendo cambios mas pequefios, con preferencia de 50 6 30 
nucleotides, con mayor preferancia de 20 6 10 nucleotides y con mayor 
preferencia aun de 5 6 1 nucleotides, en el fragmento de restricci6n mas 
pequefto que aun confiera una expresion apropiada sobre la construccion 
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informants ( Directed Mutagenesis: A Practical Approach ; IRL Press; (1991)). 
Estos se pueden introducir en el vector de expresi6n utilizando sitios de 
rastriccion introducidos o naturales. TarnbiSn se puede generar una serie de 
supresiones 3' como se discutio anteriormente o por PGR o por los metodos 
bien conocidos por los expertos en el arte ( Directed Mutagenesis: A Practical 
Approach : IRL Press; (1991)). Se puede lograr un refinamiento y una 
delineacion adicionales haciendo cambios mas pequenos, con preferencia de 
50 6 30 nucleotides, con mayor preferencia de 20 6 10 nucleotidos y con mayor 
preferencia aun de 5 6 1 nucleotidos, en el fragmento de restriccion mas 

pequeno que aun confiera una expresion apropiada sobre la cortfelruccion 

• • • 

informante ( Directed Mutagenesis: A Practical Approach ; IRL Press; (1*991)). 

Por ello las supresiones 5' y 3' van a delinear la region minima feSeticial y 
temporal apropiadas, de la region reguladora m£s larga, para**ltirlftar la 

expresion de tejido. En general, las secuencias que codifican eflt&.fegion 

• ♦ • 

minima de una regi6n reguladora con preferencia por tejidos masculinaHendra 

una identidad de secuencia con la misma, preferentemente del 70%, 75% u 

80%, con mayor preferencia, del 85% o 90% y con mayor preference .ajjr:, del 

* 

• * » « 

95% o 99%. J.*. 

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de Ilustracion y no pTetenden 

* • • 

limitar el alcance de la invencion. s 

EJEMPLO 1 : !X : 
ClonaciOn y secuencjac!6n gendmicas del promotor Ms45 

La identificacion y marca Ac del ADNc Ms45 y el analisis Northern se 
describen en la Patent© de EE.UU. N°: 5.478.369. 

Se utiiizo un ADNc parclal del Ms45 para rastrear la biblioteca gen6mica 
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de mafz B73. Esta biblioteca se elaboro clonando SAU3A1 parciales en un 
vector de clonacion gendmico digerido con BAMHI (Lambda Dash II, 
Stratagene, La Jolla, CA). Se rastrearon aproximadarnente 1x10 6 placas 
utilizando una cepa de E. coli apropiada para ADN genomico (ER1647, New 
England Biolabs, MA) como huesped. El clon AC4.1 se purified hasta 
homogeneidad despu^s de tres rondas de rastreo. El mapeo por reslriccion de! 
AC4.1 mostro que el clon era de 13 kb aproximadamenle de longitud y que 
contenfa dos sitios BAMHI internos (Figura 1). Uno de estos sitios tambien se 
encontr6 en el ADNc parcial del M$45. Se subclonaron dos fragmento^pAMHI 
en un vector de clonacion (Bluescript SK+, Stratagene, La Jolla, CA)" H clon 
del extremo 5' era de aproximadarnente 3,5 kb de longitud y correspond^ a la 
secuencia hacia el extremo 5' del sitio BAMHI interno. El clon del extremo 3' 
era de aproximadamenle 2,5 kb y contenfa | a secuencia Ms45 hacia eVe^tremo 

• " * • 

3' del sitio BAMHI interno. Al mismo tiempo se aisl6 y secuencio un AD'Nc*Ms45 
de longitud completa putativo. La comparacion de las secuencias del clon del 
extremo 5' con el ADNc Ms45 permiiio identificar el sitio putativo de iniw'ode la 
traduccion (Figura 1). J... 

• • • • 

La secuenciacion de la region promotora Ms45 se ||e*6 a cabo^Hjtando 
el rnetodo de terminaci6n de cadena dideoxi de Sanger, F. et a4,'." : "DNA 
Sequencing with Chain Terminating Inhibitors"; Proc. Natl Acad ,-SrJ : -&i' 74; 
pags. 5463-5467; (1977). Se secuenci6 el clon gendmico pac4.1-5' (Figura 1) 
utilizando el oligo universal y otros que eran especificos para la secuencia 
utilizando las tecnicas bien conocidas en el arte. 

La regi6n reguladora con preferencia por tejidos masculinos tenia un 
sitio NCOI introducido en el codon de inicio y se blond como un fragment© 
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NCOI en un vector de expresion Luci sin promoter. Este nuevo vector 
informante se denomino pl£srnido PHP6045 (Figura 2) N° ATCC 97828 
{depositado el 12 de diciembre, 1996; American Type Culture Collection, 12301 
Parklawn Dr., Rockville, MD 20852). 

EJEMPLO 2 
Andlisis por extcnsi6n con cebadores 
Se aislo ARN total de espiguillas de mafz que contenlan anteras desde 
la etapa de cuarteto hasta la etapa uninuclear temprana. El ARN total se 

procipito con etanol y MgCl2. Se aislo un miligramo de ARN total y se pprific6 el 

♦ • • • 

poli A+ ARNm utilizando celulosa oligo-dT. Tambien se aislo el poli A* : ARNm 
directamente de hojas de pl^ntulas de mafz de 6 dias y de anlerai'da maiz 
utilizando los protocolos conocidos por los expertos en el arte. 

Se prepar6 un escalonamiento secuenciador utilizQro3a un 

• ♦ ? • 

oligonucle6tido Ms45 de una sola cadena e incorporacion de 35 S-dA : fR<3n un 

procedimiento de secuenciaci6n estandar, con los protocolos bien conocidos 

por los expertos en el arte. * 

La extension con cebadores se llevo a cabo de acuerdo con ef sicjuienle 

metodo: . 

• * • 

I. Cebador oligonucleotide sintetico marcador del extremo 5'. . 

Se combino: 5 pmol del cebador N1 1916 (PHL11916) en 1,0 pl:[Y: 
5 pi (50 pCi) 32 P-ATP gamma (> 5000 Ci/rnmol) 
0,7 pi buffer quinasa 10X 
0,7 pi JA polinucleotido quinasa 
Se incubo a 37 °C, 45 min. 

Se diluy6 con 20 pi de TE y se calent6 a 65 °C para inactivar la enzima. 
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Buffer auinaM 1f)X 


nasta compietar 1 ml 


Tris-HCl 0,5 M, pH 7.6-8.0 


0 5 ml de 1M 


Espermidina 5 mM 


0,05 ml de 0,1 M 


MgCl 2 100 mM 


0,1 ml de 1M 


DTTIOOmM 


0,5 ml de 0.5M 


Gelatina o BSA 0, 1 mq/ml 


50 ul de 2 rng/rnl 




0,1 ml de aqua 



II. Alineacion de cebadores y ARN 

Los cebadores quinasa se alinearon con ARNm de espiguilla^Tnaiz, 
hojas de plantulas de mai'z de 6d, anteras de maiz y hojas de mafe da 6d. Se 
mezclaron sobre hielo 2 ul de ARNm, 1 pi de oligo sornetido a quinasCslpl de 
buffer de alineacion 5X (KCI 1,25 M. Tris 10 mM, pH 7.9-8.15) y.&'jA do 
vanadllo 30 mM. El volumen tolal se llevo a 10 pi con Tris 10 mM, piife.15. 
Esta mezcla se calent6 a 65 °C y se enfrio hasta 55 °C sobre un pen'odo de 4 
horas sobre un bloque de calentamiento del termociclador. :— " 

III. Extension con cebadores 

Se anadieron 23 pi de mezcla de extension de cebadores | a 
receta mas adelante) y 0.4 pi de transcriptasa inversa (Superscript, BR^D) a 
cada tubo. Esto se mezclo pipeteando suavemenle hacia arriba y haciaJS ajo y 
se coloco inmediatamente a 48 'C y se incubo durante 45 min. La mezcla de 
extension de cebadores consta de MgCI 2 10 mM, DTT 5 mM, 0,33 mM de cada 
uno de: dATP, dCTP, dQP, dTTP; y agua DEPC. 

Se anadieron 300 pi de etanol y se precipilo en un congelador a -20 °C 
durante toda la noche, luego se formo un pellet por microcenlrifugaci6n durante 
30 minutos. Los pellets se secaron en un equipo Speed Vac y se disolvieron en 
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6 Ml de 0,1 NaOH/EDTA 1 mM. El con.enido delos lubes se mezclo por pipetso 
y vortexeo con el fin de asegurar que ios pellets se redisolvfan. Se dejaron a 
temperature ambiente durante 2,5 horas y se agregaron 6 ul de colorante de 
secuenciacion (Soluoion de detencion del kit (juego) USS Sequencing) y la 
solucion se desnaturalizo a 95 °C aproximadamente. La mi.ad de la muestra se 
cargo sobre gel de secuenciaci6n de poliacrilamida desnaturalizante 6% con 
buffer concentrador y se corrio a 55 wats durante 2 horas. El gel se seca.en on 
secador de geles y se expuso a una pelicula Kodak X-AR. Despo^^'tres 
dias de exposicibn, se observo el producto de la transcripcion en la reafceion de 
extension con cebadores de ARNm de espiguilla que correspondJa^juna 
desoxilimidina localizada 42 nucleotidos hacia el extreme 5' del codon apMcio 
(Figura 3). Esta posicion se denomino +1. Tarnbien se idenlifico un £0h de 

« • » 

inicio de transcripcion menor en --3. 

Ejemplo 3 

Determinacidn de la especificidad de tejido y de etapa de la regf^" 
reguladora con preferancia por tejidos masculinos Ms45 " : ' 
La region reguladora con preferencia por tejidos masculinos de Ipr^uc 
completa (SEQ ID N°: 1) se fusiono con el gen informante luciferasq^ | a 
luciernaga, Photinus pyratis, (DeWit. T.R. et al., Proc. Nat'l AnaH Sri pp „ , 
Vol. 82; pags. 7870-7873; (1985)) con la region no traducida 3-Pinll de-papa 
(Acidos nucleicos, G. et al., "Functional Analysis of the 3' Control Region of the 
Potato Wound-lnducible Proteinase Inhibitor II Gene"; Plant Ceil: Vol. 1; pags 
115-122; (1989)). Se plaquearon anteras de ma.'z en varias etapas de 
desarrollo sobre medio de cuftivo para espiguillas (Paredy et al., Theoret. Anni 
Genet.; Vol. 77; pags. 521-526; (1989)), solidificado con agar (Phytagar®, 
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Sigma, St. Louis). Se deterrninO : a etapa de una de las tres anteras de cad a flor 
y las anteras restantes se sgruparon por etapa y se plaquearon para el 
bombardeo con microproyectile*. tipicamente a razon de echo anteras per 
placa. Las anteras fueron bombardeadas a 1100 psi con partfculas de 
tungstano da 1,0 u sobre las cuales se habfa precipilado ADN de la 
construcci6n informante de luciferasa-region reguladora con preferencia por 
tejidos masculinos Ms45. Todas las anteras sobre una placa dada se 
encontraban en la misma etapa: premeiotica, meiosis I, meiosis II, cuarteto, 
liberacion de microsporas, microspora uninuclear temprana o micflfepora 
uninuclear mediana. Se efectuaron tres repeticiones de bombardeo e!i\!aca 
etapa. Las anteras se incubaron durante toda la noche a 26 °C durant* 13* hs. 
Sa prepare un extracto crudo con las anteras de cada placa y se evaiob la 
actividad luciferasa y contenido de proteinas del mismo. La actividad lud%asa 
normalizada con la concentracion de protefnas, se grafica en la Figura £c6rnc 
una funcion de la etapa del desarrollo. La mayor actividad se observo en las 
etapas de desarrollo de cuartelo y Iiberaci6n de microsporas, con^'rHanor 
actividad en las etapas meiosis I y II y actividad escasamente detectable^ la 

• » • • 

etapa uninuclear temprana. No se observo actividad signidcativa sobre eTtftvel 
basal en las anteras en etapa premeiotica o uninuclear mediana. : :": 

Ademas se bombardearon callos embriogenicos cultivados sobre^bio 
MS que conlenia 2,4-D 2,0 |jg/ml de la misma manera. excepto que fue a 650 
psi, con partfculas recubiertas con un informants luciferasa fusionado a la 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos Ms45 o a un promotor 
de ubiquitina de mafz (Patente de EE.UU. N°: 5.510.474) y un informante uidA 
(GUS) fusionado al promotor de ubiquitina de mafz. La luciferasa se normalize 
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con la fS-glucuronidasa. Tal comb se rnuestra en la Figura 5, la region 
reguladora con preference por tejidos masculines Ms45 no era capaz de dirigir 
la expresion transient en callos embriogenicos y brotes, aun cuando se 
expresaba el promolor ubiquilina. De manera similar, semillas de mate, 
embebidas y germinadas en agua destilada durante dos dies y colocados sobre 
Ultras humedos, fueron sometidas a bombardeo con microproyectiles y 8B 
evaluaron los hipocolBos de los mismos per luciferasa y G-glucuronidasa. La 
region reguladora de la ubiquitina (promoter) estaba activa, p er o Ia.:regi6n 
reguladora con preferencia por tejidos masculinos Ms45 no lo estaba. s'J: 

Este resultado es coincidente con los resullados del anafcig. de 
hibridizaci6n de ARN. Se recogjeron anteras de mafz en varias etip.d de 
desarrollo y se trataron de la slguiente manera. Se fijo una de las tres^ijpras 
de cada flor en etanoliacido acetico glacial, 3.1, en una cavidad de urt^ac* 
para microtifulacibn y dos se congelaron en nitrdgeno liquido en una cavidad en 
la posicion correspondiente en otra placa para microtitulacion. Se delermharon 
los estadios de las anteras fijadas luego se agruparon las anteras congjfada, 
correspondientes por estadio y Se aislo el poli A + ARN de 20 anle^f (kit 
(juego).RNA Micro-Quick Prep, Pharmacia, Uppsala, Suecia). Se scri^on 
volumenes identicos de ARN de anteras de cada uno de los e^jiios 
agrupados a electroforesis sobre gel de agarosa al 1 ,2% en buffer MOPS + 
formaldehfdo. Las muestras de ARN fueron transferidas a una membrana de 
nylon, se fijo por entrecruzamiento UV (Stratalinker, Slratagene Inc., La Jol/a) y 
se hibridizaron con un fragmento de sonda marcada con 32 P que consist de 
toda la region de codificacion del ADNc Ms45 y la region 3'. Los resultados que 
se muestran en la Figura 4 confirman el estado estable del transcripto M $ 45 
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detectable en las etapas de cuarteto a uninuclear temprana y posiblemente tan 
. temprano comb, pero no menus temprano que, la telofase II en la meiosis. 
Cualquiera de los niveles de transcriptos resultantes de la actividad de la region 
reguladora con preferencia por tejidos masculinos durante la meiosis no se 
acumulan los suficientes compuestos para ser detectados por hibridizadon 
ARN o bien, la actividad de la region reguladora con preferencia por tejidos 
masculinos en elapa meiotica observada en los ensayos transientes no tiene 
lugar en plantas, 

Por consiguienle, se determine que la regi6n reguladora con preferencia 

* • • • 

• • • 

por tejidos masculinos Ms45 (SEQ ID N°: 1) presentaba expresitSn con 
preferencia por tejidos masculinos desde por lo menos la etapa de: cuarteto 
h^asta la etapa de liberacion del cuarteto en el desarrollo de las anterasr, con 
una posible expresi6n de bajo nivel en las etapas meiotica y unpauclear 
temprana. 

EJEMFLO 4 
AnSltsis con TATA box 

* • • * 

Dentro del fragment© de 1386 bp de ADN que codifica Iai*regi6n 

♦ * ♦ • 

reguladora con preferencia por tejidos masculinos Ms45, el sitio deHttvCio de 
transcripcion mas importante se identified en la posicion +1, un sitio dertajbio de 
transcripcion menor se identified en la posicidn -3 con relacion al sitio : d£winicio 
de transcripcion mas importante y se identified un TATA box en la posicibn -33 
(CATTAAA). Se obsen/6 que la secuencia TAAAGAT en la posici6n -30 
tambien podia ser una candidata para el TATA box real. Este fragmenlo de 
1388 bp se ligo operalivamente con un casete de gen informante que 
comprendia la region de codification de la luciferasa de la luciernaga (Pareddy 
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et al. r Theoret. Appl, Genet .: Vol. 77; pags. 521-526; (1989) seguido de la 
region no traducida 3' del gen dol inhibidor de proteinasa II de papa. (Acidos 
nucleicos, G. et al., "Functional Analysis of the 3' Control Region of the Potato 
Wound-lnducible Proteinase Inhibitor II Gene", Plant Cell ; Vol. 1; pags. 115- 
122; (1989). 

Una manera bien conocida en el arte de analizar los TATA box es por 
medio de mutaciones. En otro derivado, se camblaron de uno a seis 
nucleotides del TATA box putativo en un derivado dado. Se introdujo un sitio 
BGLII en la posicion -38 alterada con el TATA box putativo de CATTAAA en 
TATTAAA, que es una coincidencia m£s cercana a la secuencia del TA7& box 

canonico TATAA. :# - # 

• • • 

El experto en el arte comprender3 que ciertas sustituciones dontrd del 

• • 

TATA box pueden afectar el nivel de expresi6n del promotor sin.{ejercer 

*••••* 

influencia alguna sobre la especificidad de tejido. Tal como se muestfaron la 

* * * 

Figura 7, ef cambio en el TATA box asociado con el sitio BGIII introducido en la 

posicion -38 incremento dramSticamente los niveles de expresi6n iranstmto en 

anteras y sugiere ademas que la secuencia en la posicion -33 es el TA'TA box 

autentico. La introducci6n de un sitio BGLII en las posiciones --40, -43 6 - 

53 no incremento la actividad del promotor (no se rnuestran los datos^ToIcual 

• • • 

prueba que el incremento observado en el sitio de introducci6n BGLII. "39 no 
guarda relacion con el sitio BGLII per se . 

Se introdujeron otras modillcaciones del TATA box putativo para evaluar 
aun mas su funcionalidad. La alteraci6n de la secuencia putativa del TATA box 
de CATTAAA a GATTAAA, CATGGAA o GGGCCCA, redujo en todos los casos 
el nivel de expresion transiente en las anteras, lo cual sugiere ademas la 
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importancia de esta secuencia como TATA box. Inesperadamente, ninguna de 
estas mutaciones abolio la aclividad transiente; sin embargo, se ha informado 
la existencia de aclividad transiente en otros sistemas en ausencia de una 
secuencia tipo TATA y aun de promotores sin TATA (Guan, L y J.G. 
Scandalios, Plant J. ; Vol. 3; pags. 527-536; (1993); Close, P.S., "Cloning and 
Molecular Characterization of Two Nuclear Genes for Zee mays Mitochopdiral 
Chaperonin 60", (Disertacion); Universidad del Estado de loea, Ames, Iowa; 
pags. 92-128; (1993)). 

En tanto todo lo mencionado anteriormente describe las realizgciones 

• * • 

preferidas de la invenci6n, los expertos en el arte comprenderan que se pueden 

• • • 

efectuar variaciones y modificaciones y aun pertenecen al alcancB**efe la 

• • • 

invenci6n. 



44 



LISTADO DP SECUENCIAS 

(1) INFORMACI6N GENERAL: 

(i) SOLICITANTE: Pioneer Hi-Bred international, Inc. 

(ii) TI'TULO DE LA INVENClON: REGION REGULADORA CON 
PREFERENCE POR TEJIDOS MASCULINOS Y METODO PARA EL USO DE LA 
MISMA 

(iii) CANTIDAD DE SECUENCIAS: 2 

(iv) DOMICILIO POSTAL: 

(A) DESTINATARIO: PIONEER HI-BRED INTERNATIONAL, INC. 
(B) CALLE: 800 Capital Square, 400 Locust Street 

(C) CIUDAD: Des Moines .:. 

(D) ESTADO: Iowa 

(E) PAIS: EE.UU. 

(F) ZIP: 50309 

(iv) FORMATO DE LECTURA EN COMPUTADORA: 
'■ (A) TIPO DE MEDIO: DISQUETE 

(B) COMPUTADORA: PC IBM COMPATIBLE 'll'l' 

(C) SISTEMA OPERATiVO: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Pantentln Release N° 1.0, Version N° 1.30 

(v) DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD: 

(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT sin asignar ..-I" 

(B) FECHA DE DEP6siTO: concurrentemente con la p/ # (fK©nte 
documentacion .1 . 

(C) CLASIFICAClON: ^'[^ 

(vii) fNFORMAClON SOBRE. ABOGADO/AGENTE: 

(A) NOMBRE: Sweeney, Patricia A, CO 

(B) NUMERO DE REGISTRO: 32.733 

(C) NUMERO DE REFERENCIA/DEPOSITO: 0578-PCT 
(ix) INFORMACI6N SOBRE TE£LECOMUNICACJONES; 

(A) TELEFONO: (515) 248-4800 

(B) TELEFAX: (515) 334-6883 
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(2) (NFORMACION SOBRE LA SEC) ID NO 1- 

CARACTERfSTICAS DE LA SECUENCIA 

[B) TlPO: Acido nucl(?ico 

(C) CADENA: simple 
-r.oI D) TOp OLOGiA: Nnoal 

" ™° ° E MO ±£CULA: ADN (genomico) 
(xi) DESCRIPCI6N DE SECUENCIA: Seq ID N°. 1 

CCATGGTGTC TCtATGAAAA AGATQAOTAC AATQT8TCTA TATCCCf'i'ITT CTTAGCtfTCC 
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CTTCTTCTC3C CTTAtTACTG ACTOAATCGG GCTTACAAAA AACTTCCACQ GGTGGATflAT 120 

CTCCATGrTC CACrrCTCCC ACCTCOCGTT GCACATTTCT TGGATBTOGG TGGTl'CCCAT 180 

CTGACCGAGG CCCATCAGAC ACCTTTCGGG ACACCCATCA AGGGCCTTTC GGATGGCCCA 2tf. 
CGAGACGTAT CGGGTCGTGG tOATCCAGQG OATATATGTC CCCCACAATc trt'CACCTATA 

TTA.TTATTCT WAGATATTA TTTAATTTTF QGAAAAATAA CAAACTTATA CTTTTGTGTA 3 Q" 

* 

• • • 

TOWCCTCAQC ATAGATTTTC CCTTAGGGCC CAGAAATGCG AGGACCAGCC ATCTCTASTG 42 b.. 

tccactattg ocactaccca caacaaoatt taaaaaaata accaaagtaa ctaatccact 

CGAAASCTAT CATGTAATCT TTAAAGAAAC ATCTATTAAA ACCACOATCC TCTTAAaAAA 54 0 
CAAGCATATr TCGAAAGAGA CAAAlTA'f GT TACAGTTTAC AAACATCTAA GA<2CGACAAA SOOT" 

• * « • 

MATATCaAA AGOTAAGCTA TOACOTTCAB ATTTTTCTTT TTcATTCTTG TTATTTTGXT GC(>:'" 

• • • 

ATTGTTTTTA TATACATTTT CTTCTCTTAC AATAGAGTGA TTTTCTTCCG ATTt7AXAAA 7^.**:.* 

• • • 
• • • • 

AlttACTATAA AGTCATTTTT ATATAAGAGC ACGCATGTClS TAGATTCTCC TTCAAAMTC lih'.O 
TTTCT«ATTT TTTTAAGAQC TACTTTGGCA ACCCTGTTTC TTTGAAAGAA TTTTGAT'ITT 
TTCAAAAAAA ATTAGTfTAT ItTCTCTTTA TAAAATAGAA AACACTTAGA AAAATAGAGT 
TSCCACACTA GCCCTAOAAT GTTTTCCCAA TAAATTACAA TCACTGTSTA TAATTATTTG 9 so 
GCCXGCCCCA TAAATTATTT AAACC8AAAC TOAAATCGAG CGAAACCAAA TCTGAGCTAT 1020 



840 

BOO 
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™ tMaM0 "»—■" —** *T ~=™S T « TOTC0C ,„„ 

TSASA^ac «»» cArAcccAc MIWICWA OOICAIAo(!i kctacbioa iw 

WTTCTOCAO CTCTQ?TCTC ATCTCACATG GCATACTACA TQClTOTTCft ACGQTTCGTC „ 

TTOTTCCATC M CCAAGC CT TOCCTATTCT aAACCAAOAO GATACCTACT CCCAJUVCAAT 12,0 

CCATCTTACT CATGCAACTT CcamcW*: BM CACATAT STTTCCTCAA CCwrcouT 1 3!0 

AAAGATCACA ACAGCIAGCG TXCTCCCGCT AGCTTCCCTC TCTOKKC CGATCTTTTT . 13 00 

■ * • 

CQTCGACCAC CATS 

* • • 1 ^9 <! 

(2) INFORMACION SOBRE U\ SEQ ID NO 2 

(i) CARACTERfSTICAS DE LA SECUENCIA \':'. : 

(A) LONGITUD: 1394 pares de bases' 

(B) TIPO: <§cido nucleico 

(C) CADENA: simple 

(D) TOPOLOG(A: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genomico) " 
(xl) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID N": 2 ""'■* 

TCTATGAAAA AGATGAGTAC AAT6TGTCTA TATCCGTTTT CTTAGGGTCC 60 



crrcrrerec cttattactg actomtcm ggttacaaaa aacttccacg ggtgcatgat ''%go 

» 

CTCCATOTTC CACTTCTCCC ACCTCGCGTT OCACATTTCT TGCWTCTCGG TwMtCCCAt H'bo 

• • * 
• ♦ • 

CTGACCGAGG CCCATGAGAC ACCTTTC<S<J<7 ACACCCATCA AOOacCTTTC GGATGGCCCA i /ip 
CGAOACQTAT CGGCTCGTGG TGATCCAGGG GATATATGTC CCCCACAATC OTCACCTATA Q^O 
1-TATTATTCT TTAGAIATTA TTTAATTTTT GGAAAAATAA CAAACTTATA CTTTfGTG'JA 360 
OOOCCflCAqc AWUIWTTTC GCPTA58GCC GAGAAATGCG AGGACCAGCC ATOffCTAOTS 42 0 
TCC-ACTATTG CCACTACCCA GAACAAGATT TAAAAAAATA ACCAXAGTAA CTAATCCACT 480 
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CWAAflCTAT CATGTAATGT TTAAAGAAAC ATCTATTAAA ACCACGATcc TCTTAAAAAA „ 0 

caagcatatt tcgaaaoaoa caaattatgt TACA^XAC AMCATCTM GACCGAC'AAa 60U . 

TTATATCGAA AGGXAAGCTA TGACGTTCAG ATtTTTTCTTT TTCATTCrrG mTTTTCTT 66 0 
-StTOTTTTA TATACATtTT CrTCTCXTAC AATAGAGTGA tWCTTCCO A WTATAAA 72o 

atgactataa agtcattttt atmwwmc acgcatgtc* iagattctcg ttcaaaaaic ?ho 

TTTCTGATTT TI'TTAAGAgC TAGTTTGGCA ACCCTGTTTc TTVCAAAGAA TmOKTTTT 840 
TTCAAAAAAA ATTAGTTTAT TTTCTCTH'A TAAAATASAA AACACTTA«JA AAMTaCACX i!^,, 

• • • 

TGCCAGACTA OCCCTAGAAT GTTTTCCCAA TAAATTACAA TCACTGTGTA TAAXtATTrC, .."^ 0 

• • • 

CCCACCCCCA TAAATTATIT AAACCGAAAC TGAAATCGAG CGAAACCAAA TCTGAcCTAr <iilo 
TTCTCTAGAT TAGTAAAAAG GGASAGAOAg AGGAAGAAAT CAGTTTTAAG FCATTGTCCC % A 

• * • 

TGVZMWG. GGTTTGGCAA cgatagccac cgtaatcata GCTCATAGCT eCCTiCCTCA " uVo 

<WTTWGCAG CTCTCCTCTC **«**TG GCATACTACA TGCTTGTTCA ACCG,TC G rc WW. 

» • • • 

WOtTCCWC GTCCAACCCT TGCCTATTCt GAACCAAGAG GATACCTACT CCWAACaat 

• • • • 

CCAXCTTACT CATGCAACTT CCATGCAAAC ACCCACATAT CtWCC*** CAflATCTATT ££$ 
AAAGATCACA ACAGCTAGCG 7TCTCCCGCT AGCTTCCCTC TCTCCTCTGC C(BATCTTTTT 

• • * 

CGTCCACCAC CAXQ 
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REIVINDICACIONES. 

1. Un acido nucleico aislado, CARACTERIZADO PORQUE codifica una 
regibn reguladora con preferencia por tejidos masculines Ms45. 

2. Un acido nucleico aislado que codifica una region regu,adora con 
preferencia por tejidos mascuiinos Ms45, CARACTERIZADO PORQUE 
cornprende la secuencia da nucleotides de la SEQ ID N°: 1 o aquella^vSn^bT^ 
lo/ menosun 70% de identidad con la misma*, ^ W v^^c U J^ai^ 

3. Un ac.do nucleico aislado que codifica una region reguladora con 
preferencia por tejidos mascuiinos Ms4V^ARACTERIZADO PORQUE 
cornprende la secuencia de nucle6tidos de la SEQ ID N°: 2^^||a^^ 

- \2$;fi}^S2gm°t!£&e idegtidad co^li^rrwrfia^ """" 

4. Un vector de expresidn recombinante. CARACTERIZADO PORQUE 
cornprende el acido nucleico aislado de la clausula 2. ligado operativamente 
con una secuencia de nucle6tidos que codifica un gen ex6geno de maneVa tal 
que dicho gen exogeno se expresa con preferencia en tejidos mascuiinos*:.'.. 

* • • . 

5. El gen ex6geno de la clausula 4, CARACTERIZADO PORQUETdteho 
gen ex6geno es Ms45. : 

• • • ♦ 

6. Un metodo para producir una planta transformada que exprese' una 
secuencia exogena de nucledtidos de forma preferencial en tejidos mascuiinos, 
CARACTERIZADO PORQUE cornprende la introduced en una planta de 
dicha secuencia ex6gena de nucle6tidos ligada operativamente con una region 
reguladora con preferencia por tejidos mascuiinos que cornprende la secuencia 
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de nucleotides de la SEQ ID N°: 1 o aquel.as con per lo menos un 70% de 
identidad con la misma. 

7. El metodo acorde con la clausula 6. CARACTERIZADO PORQUE dicho 
paso de introduccion se lleva a cabo por bombardeo con microproyectiles. 

8. El metodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUE dicho 
paso de introduccidn utiliza Agrobacterium. 

9. El metodo acorde con la clausula 8. CARACTERIZADO PORQUE dicho 
Agrobacterium comprende un plasmido Ti. 

10. El metodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUeVicha 
region reguladora se expresa de forma preferential en tejidos mascufcl en 
tejidos seleccionados del grupo formado por polen, tapete, antera, esj^uilla, 
celufas madre del polen y microsporas. 

• * * 

11. El metodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUe' una 
porcion que se expresa a modo preferencial en tejidos masculines d^cflcha 
regi6n reguladora con preferencia por tejidos masculines esta presente etmas 
de una copia. 

12. Un metodo para intervenir en la fertilidad en una : pj^ta, 
CARACTERIZADO PORQUE comprende ,a produccion de una ^anta 
transformada donde la regi6n reguladora con preferencia por tejidos 
~"^ B ' a C " USU ' a 2 ' "' 9ada a un gen exogeno.^^1 



VaTcha^uencia ex6gena de nucle6tidos a ^ M » 5 TO n z a un 
impacto sobre la fertilidad. 




< 
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13. El melodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUE dicha 
secuencia ex6gena de nucleotidos comprende una secuencia de ADN que 
codifica un sistema regulador procarionte. 

14. El rnetodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUE dicha 
secuencia exogena de nucle6tidos codifica un gen citot6xico. 

15. El rnetodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUE dicha 
secuencia exogena de nucleotidos codifica avidina. 

16. El rnetodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORQUE dicha 

» • * 

secuencia exdgena de nucleotidos codifica DAM metilasa. :|T: 

17. El rnetodo acorde con la clausula 6, CARACTERIZADO PORqu£dicha 
secuencia exdgena de nucle6tidos codifica dicha region regulation! con 
preferencia por tejidos masculinos ligada operativarnente a unEfj'pnidad 
nucleotidica complementaria. 

18. El rnetodo acorde con la clausula 17, CARACTERIZADO P.ORQUE 
dicha unidad nucleotidica complementaria se selecciona del grupo forffSdo por 

• • ■ • 

ARN antisentido callasa. ARN antisentido barnasa, ARN antisentido Jhajcona 

• • • 

sintetasa y ARN antisentido Ms45. 

• * » 

. » • 

19. El m6todo acorde con la clausula 17, CARACTERIZADO PORQUE 
dicha unidad nucleotidica complementaria se selecciona del grupo formado por 
ribozimas y secuencias guia externas. 
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20. El metodo acorde con la clausula 12, CARACTERIZADO PORQUE 
dicha secuencia ex6gena de nucledtldos codifica un producto seleccionado del 
grupo formado por auxinas, rolE) y toxina de la difteria. 

21 El metodo acorde con la clausula 12, CARACTERIZADO PORQUE 
dicha secuencia ex6gena de nucleotides es un gen de esterilidad masculine. 

22. El metodo acorde con la clausula 21, CARACTERIZADO PORQUE 
dicho gen de esterilidad masculina es Ms45. 

23. El metodo acorde con la clausula 12, CARACTERIZADO PORQUE la 

planta es una monocotiled6nea, !!!. 

• • • 

24. El metodo acorde con la clausula 12, CARACTERIZADO PORQUE la 

planta es una dicotiled6nea. : 

• • • 

25. Un metodo para producir sernillas hfbridas, CARACTEfS^ADO 
PORQUE comprende sernbrar en yuxtaposicion de polinizaci6n cruzQ a : una 
primera planta con fertilidad masculina y una segunda planta con esterilidad 
masculina, donde la segunda planta con esterilidad masculina fue prodydfla de 
acuerdo con el metodo de la clausula 6, dejar que se produzca la pollfflkacWn 

• • • 

cruzada y cosechar las sernillas resultantes. 

26. El metodo acorde con la clausula 25, CARACTERIZADO P©*k$UE 
dicha planta es malz. 

27; Una planta transformada que expresa una secuencia exogena do 
nucleotidos a modo preferencial por tejidos masculinos, CARACTERIZADA 
PORQUE comprende una secuencia ex6gena de nucle6tidos ligada 



52 



operativamente a una regi6n reguladora con preferencia por tejidos masculinos 
que comprende la secuencia de nucle6tidos de la SEQ ID N°: 1 
28. La planta transformada de la clausula 27, CARACTERIZADA PORQUE 
dicha secuencia exogena de nuclebtidos esta ligada operativamente a una 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos. de la cual una 
porci6n de expresion preferida en tejidos masculinos puede estar presente en 
mas de una copia. 

29. La planta transformada de la clausula 27. CARACTERIZADA PQftQUE 
dicha planta es una monocotiledonea o dicotiled6nea. :[T: 

30. La planta transformada de la clausula 27. CARACTERIZADA PdRCrUE 
dicha planta se selecciona del grupo formado por maiz, girasol, soja'irigo. 
canola, arroz y sorgo. 

31. La planta transformada de | a clausula 28, CARACTERIZADA PORQUE 
dicha planta se selecciona del grupo formado por mate, girasol, aoja^o, 
canola, arroz y sorgo. ..:*" 

32. Tejido, CARACTERIZADO PORQUE es de la planta transformada'La 
clausula 27 6 28 

■ * • * 

33. El tejido transformado de la clausula 32. CARACTERIZADO POlQuV: 
dicho tejido se selecciona del grupo formado por polen, mazorcas, ovulos, 
anteras, espiguillas, pistilos estambres y celufas vegetales. 

34. Celulas vegetales transformadas, CARACTERIZADAS PORQUE 
provienen de la planta transformada de la clausula 27. 
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REGI6N reguladora con preferencia por tejidos masculinos 

Y METODO PARA EL USO DE LA MIS MA 
RESUMEN 

La presente invencibn se relaciona con una secuencia aislada de acidos 
nucleicos que codifica la region reguladora con preferencia por tejidos 
masculinos Ms45. En un aspecto esta invencion se relaciona con el uso de esta 
region reguladora con preferencia por tejidos masculinos para inlervenir en la 

* • • 

fertilidad. Un ejemplo .de dicho uso es la produccion de semillas hibridasMal 

* • 

como en un sistema de esterilidad masculino. La region reguladora con 
preferencia por tejidos masculinos Ms45 se puede ligar operativamen?e.-cbn 
genes ex6genos, como aquellos que codifican citotoxinas, unfda'cfes 
nucleotidicas complementarias y moI6culas inhibicloras. Esta invencion tarrlbfen 
se relaciona con celulas vegetales, tejidos vegetaies y plantas diferenciadas 
que contienen la regi6n reguladora de esta invenci6n. 



Flgura 1 

Diagrama del clon yen6mjco MS4S AC 4.1 
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Figura 2 
Mapa del plasmido PHP6045 
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Figura 3 

Extensi6n con cebadores del Ms45 




Figura 4 

Transferencia Northern del Ms4G en el desarrollo de anteras 



Etapa del desarrollo de las anteras 
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Figura - Anaiisis de la transferencia Northern 
del ARNm de anteras 



Figura 5 

Especificidad de etapa de la reyi6n reguladora con 
preferencia por tejidos- miasculinos del Ms45 



Especificidad de etapa del promotor Ms45 
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Hgura 6 
Espcclficidad de tejido 



Especificidad de tejido del promoter MS45 
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Figura 7 

An^lisis mulacional del TATA box Ms45 



Anafisis mutational del TATA box putativo MS45 
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